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VERFAHREN ZUR SYNTHESE DER VERSCHIEDENEN SAMMLUNGEN VON 

OLIGOMEREN 

Die vorliegende Erfindung betriflft allgemcin stochastische Verfahren zur Synthese von 
statistischen Oligomeren (random oligomers) nut besonderer Betonung auf syntherische 
Methoden auf der Basis von Tetlchen. Die Erfindung betrifft auch die Verwendung von 
Identifizierungs-Tags an den Tdlchen, urn die Identifiziening der synthetisierten Oligo- 
mersequenz zu vereinfachen. 

Die Beziehung zwischen der Struictur und der Aktivitat der MolekQle ist ein grundlcgendes 
Problem bd der Untersuchung von biologischen Systemea Struktur-Aktivit^ 
gen sind wichtig beim Verstandnis zJ3. der Funktion der Enzyme, der Arten, in denen 
Zellen mitdnander kommunizieren und von zellularen Kontrofl- und RGckkopphings- 
systemen. Es ist bekannt, dafl bestimmte Makromolekflle miteinander wechsdwirken und an 
andere MolekQle binden, die eine sehr spezifische dreidimensionale rSumliche und 
dektronische Vertetlung haben. Jedes groOe MblekOl mit einer solchen Spezifitat kann als 
dn Rezeptor angesehen werden, unabhingig davon, ob das MoIekQl ein Enzym ist, das die 
Hydrotyse dnes metabolischen Zwischenprodukts katalysiert, ein ZeU*Oberflachenprotda 
das den Membrantransport von Ionen verraittdt, ein Glykoprotein, das dazu dient, eine 
bestimmte ZeUe seinen Nachbarn gegenQber zu identifizieren, ein Antikdrper der IgG- 
Klasse, der im Plasma zirkuliert, eine Oligonucleotidsequenz von DNA in dem Genom oder 
Shnliches ist. Die verschiedenen MolekQle, die Rezeptoren setektiv binden, sind als 
Liganden bekannt. 

Es sind viele Nachweise zum Messen der Bindungsaffinitfit von bekannten Rezeptoren und 
Liganden verf&gbar. Die Information, die aus solchen Experimenien gewonnen werden 
kann, ist jedoch oft durch die Anzahl und Art der verffigbaren Liganden beschr&nkt Neue 
Liganden werden manchmal zufaQig oder durch Anwenden neuer Techniken zur Aufklarung 
der MolekQlstruktur entdeckt, einschiieBlich r&ntgenkristaliographischen Analysen und 
rekombinanten genedschen Techniken f&r Proteine. 



Heine Peptide md em exemplarisches System zum Erfbrschen der Beziefaung zwischen 
Struktur und Funktion in der Biologie. Hn Peptid ist dn Polymer, das aus Aminosfiure- 
monomeren zusammengesetzt ist Wenn die zwanzig natQrfich voricommoKtei Aminosauren 
zu poiymeren Molekfllen kondendert warden, bflden die sich ergebenden Polymere due 
weite Vielzahl von drridimensionalen Konfigurationen, die sich jewels aus einer bestimmten 
AminosSuresequenz und Ldsungsmhtelbedingungoi ergeben. Die Anzahl mSgHcher 
Pentapeptide der 20 natQrlich voikommenden AmmosSuren ist z3> 20 5 oder 3,2 MMonen 
verschiedene Peptide. Die Wahnrchdnlichkdt, daB Molekflle dieser Gi*Be in Rezeptor- 
Bindungsuntersuchungen verwendbar and, wild durch Epitopanalyseuntersuchungen 
unterstfltzt, die zeigen, daQ einige Antikfirper Sequenzen mit einer hohea Spezifitfit 
erkennen, die nur einige Aminos&zren lang sind AuBerdem liegen kieine Peptide wegen des 
Durchschnittsmoldoilargewichts von Aminosfiuren im GtfBenbereich vider derzeit 
verwendeter phannazeutischer Produkte. SdbstverstSndlich kfiimen grflflere Peptide fir 
vide Zwecke notwendig sdn, und Polypeptide mit Anderungen in nur einer kleinen Anzahl 
von Resten kfinnen auch fir solche Zwecke, wie die Analyse von Stniktur-Aktivitfits- 
Beziehungen, verwendbar sein. 

Die Entdeckung phannazeutischer Arzndmhtd ist dne Art von Forschung, die auf der 
Untersuchung von Struktur-Aktivit§ts-Beaehung«i beruht In den meisten Fallen karm die 
derzdtige pharmazeutische Forschung als das Verfahrcn zum Auffindea neuer Liganden mit 
erwOnschlen Mustern der Spezifitfit fir btologisch wichtige Rezeptoren beschrieben werden. 
Bin weheres Bdspid ist die Forschung, um neue Verbindung zur Verwendung in der 
Landwirtschaft zu entdecken, wie Pestudde und Herbizide. 

FrQhere Verfehren zur Herstellung einer groBen Anzahl versdiiedene Oligomere waren 
schmerzlich langsam, wenn sie in einem MaBstab verwendet wurden, der fir e&ektive, 
rationale oder zuftlHge Durchmustening ausreichend ist Bdspielswdse wurde das 
"Merrifidd^Verfehren, Menifidd, J Am. Chan. Soc. 85 :2149-2154 (1963) verwendet, um 
Peptide an einem festen Trfiger zu syntbetisieren. Im Merrifield-Verfahren ist dne 
AminosSure kovalent an den Trfiger gebunden, der aus einem unlSdichen Polymer gemacht 
ist Eine wdtere Aminosiure mit einer dpha-geschOtzten Gruppe wird mit der kovalent 
gebundenea Aminosiure umgesetzt, um ein Dipeptid zu bilden* Die Schutzgruppe wird 
entfemt, und erne dritte Aminos&ure mh einer alpha-geschntzten Gruppe wird dern Dipeptid 
zugefigt Dieses Verfehren wird fbrtgesetzt, bis dn Peptid der gewQnscfaten Lfinge und 
Sequenz erhalten wird. Unter Verwendung des Menifidd-Ver&hrens kann man mcfat raehr 
als einige Peptidsequenzen an dnem Tag wirtschafffich und praktikabd synthetisieren. 



Urn eine groBe Anzahl von OHgomersequenzen zu synthctisieren, wurde von Anderen 
voigeschlagen, one Reihe von ReaktionsgefiBen f&r die Otigomersynthese zu verwenden 
Beispiebweise kann ein tubulares Reaktorsystem venvendet werden, urn ein linearis Oit- 
gomer an cincm Festphasentrtger durch automstische sequenzidle Zugabe der Reagenzien 
zu synthetisiereiL Dieses Verfahren enndglicht immer noch mcht die Synthese toner aus- 
reichend grofien Anzahl von Oligomersequenzen zur efiektiven wirtschaftiicben Durch- 
musterung. 

Verfahren zur Herstellung einer Vielzafal von Oligomersequenzen sind eben&Os bekannt, in 
denen dn porOser Behalter (foraminous container) erne bekannte Menge an reaktiven festen 
Tragern bemhal t ct, wobei die festen Ttfger grSfler in der GrttBe sind, als die Offiwngen des 
Behfilters; siehe US-PS 4,631,211. Die Behalter kfinnen sdektiv mit den gewttaschten 
Materiaiien umgesetzt werden, urn die erwttnschten Sequenzen der ProduktmolekQIe zu 
synthetisiererL Wie nut anderen bekannten Verfahren kann dieses Verfahren nicht 
praktikabel eingesetzt werden, urn eine genOgende Vidfeh an Polypeptiden fiir eflektives 
Durchmustem zu synthetisieren. 

Andere Tedmiken sind auch beschrieben wordea Ein Verfahren auf der Basis von Perien ist 
in der PCT-Patentverdffentlichung Nr. 92/00091 beschrieben. Diese Verfahren beinhalten 
die Synthese von Peptiden an 96-Plastik-Pins, die dera Format von Standaid- 
Mikrotiterplatten angepaBt sind; siehe PCT-PatentvCT6flfentlichungen 84/03564; 86/00991 
und 86/06487. Obwohl diese Verfahren einigermaBen verwendbar waren, biieben leider 
wesentliche Problems Zum Beispid sind diese Verfahren weherhin in der Vielfelt an Se- 
quenzen, die wirtschaftlich synthetisiertund durchmustert werden kOnnen, begrenzt 

Andere haben rekombinante Verfahren zur Herstellung von Sammlungen von Oligomeren 
entwickdt; siehe PCT-Patentveroffentlichungen Nr. 91/17271 und 91/19818. In einer 
anderen wichtigen Entwicklung haben Wissenschaftler die Ver&hren fiir Photolithographic 
Chemie und Biologie vereint, um grofie Sammlungen von Oligomeren und anderen 
Verbindungen auf der Oberfiache eines Substrats herzustellen; siehe US-PS 5,143,854 und 
PCT-Patentver6flfentlichungen Nr. 90/15070 und 92/10092. 

In den rekombinanten und VLSEPS™ kombinatorischen Ver&hren kann man diragartig 
jedes Oligomer in der Bibliothek durch Bestimmen der codierenden Sequenzen in dem 
rekombinanten Organismus oder Phagen oder durch Lokalisierung des Oligomers an dem 
VLSIPSW-Chip identtfizieren. In anderen Verfahren kann jedoch die Identitfii eines 
bestimmten Oligomers schwierig zu bestimmen sdn. Fflr diese spfiteren Ver&hren ist es 
notwendig, dn effizientes und einfech zu gebrauchendes Verfahren zum Taggen der 
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jeweiligen TeOchen zu haben. Obwohl Tagging-Verfehren fflr grofle Objekte entwickdt 
wurfen, stehe I<n:.Patentvcr6ffenriidnmgcn Nr. 90/14441 und 87/06383, gibt es immer 
noch einen Bedarf an solchen Verfehren fflr kombinatorische BMotheken fflr OEgomere. 

5 Aus dem Vorstehenden debt man, daB verbesserte Verfehren zur Synthese einer verschie- 
denartigen Sammhmg chemischer Sequenzen nfltzlich wiiren. 

Die Erfindung steUt die Verwendung von Ideatifizierungs-Tags zur Verf&gung, urn one 
nachfolgende Identifizierung von Reaktionen zu ennOglichen, dutch die die Mitglieder oner 

10 Bibliothek von verschiedenen synthetischen Verbindungen in einer Baustdn4>d-Baustein- 
Art syntfaetisiert worden sind, und darauffolgende deduktive strukturelle Identifizierung der 
Mitglieder. In einero wdteren Aspekt Hefert die Erfindung etna Bibliothek verschiedener 
synthetischer Verbindungen, wobei die Verbindungen dutch die Synthese in einer Baustdn- 
bei-Baustein-Ait erhfiltlich sind, die jede Verbindung rait emera oder mehreren 

15 Identifizienings-Tags verbindet, was die nachfolgende Identifizierung der Reaictionen 
enndglicht, durch die die Komponenten dnge&gt wurden und anschliefiende deduktive 
strukturelle Identifizierung der Mitglieder. 

Die voriiegende Erfindung liefert dn allgemeines stocfaastisches Verfehren zur Synthese von 
20 Bibliotheken von statistischen Oiigomeren. Die statistischen Ofigomere werden an festen 
Trfgem oder Tdlchen synthetisiert, aber sie kSnnen von diesen Trigern abgespaken 
werden, urn eine Ids&che Bibliothek zu liefem. Die Oligoraere and aus einer Sequenz von 
Monomeren zusammengesetzt, wobd die Monoraere jedes Mitglied dnes Satzes an Mole- 
kQlen sind, die verbunden sdn kfiimen, urn dn Oligomer oder Polymer zu bilden, <Lh. 
25 AnunosSuren, Carbamate, Sulfone, Sulfoxide, Nudeoside^ KoMenhydrate, Harnstoffe, 
Phosphorate, Lipide, Ester, Kombinattonen davon und ahnliches. Die Bibliothek wird 
sodanh durchmustert, um individudle OHgomere zu isolieren, die an einen Rezeptor binden 
oder einige erwQnschte Eigenschaften haben. Jede Oligomersequenz in der Bibliothek 1st 
dnzigartig in einer bevoraigten Ausftthmngsfonn. In einer anderen beyorzugten Aus- 
30 fQhrungsform sind die festen TrSger nicht porfise Perfen. Die festen Trager kfinnen aus 
dnem dnzigen Teilchen zusamxnengesetzt sdn oder aus zwd oder mehr verknQpften Tdl- 
chen. 

Die Erfindung bemhaitet die Verwendung dnes Identifizierungs-Tags, um die Sequenz von 
35 Monomeren in dem Oligomer zu tdenfifizierea Das Identifizierungs-Tag, das direkt an das 
Oligomer nut oder ohne ein beglehendes Tdlchen gd)unden sdn kann, oder an einen 
Linker, der an das Oligomer, an den festen Trfiger, an dem das Oligomer synthetisiert wird, 
oder an dn zwdtes, das Oiigomer-tragende Tdlchen gebundene Tdlchen gd>unden sdn 



kann, kaxin jedes erkennbare Merkmal sein, das auf irgendeme Weise die notwendige 
Information ttf gt, und das bd dem Niveau emes Oder weniger fester Trfiger entschhtsseibar 
ist Die ftsten Triger kfinnen an die Oligomer* und den Idenfifizienmgs-Tag mhtels etoeni 
oder mehrercr IJnker-MolekQle gebunden sein. 

In einer bevorzugten Ausfuhnmgsform ist das Identifizierungs-Tag ein O&gonudeotxd, 
vorzugsweise zusammengesetzt aus Pyrimidinea oder Pyrimidinen und Purinanaioga oder 
jeder Ait von Nudeosid, das unter den Kupplungsbedingungen nicht abgebaut wird, die 
verwendet werden, um die Oligomer JJibKothek zusammenzusetzen. Das Oligonucleotide 
Identifizierungs-Tag kann eine 5'- und eine 3 r -Vervietf&tigungssteIle enthalten, um die 
VervielffiWgung des Tags durch beispielsweisc Polymerase-Kettenreaktion zu enrtiglichen 
(aehe US-PSen 4,683,202 und 4,965,188). Einc DNA-Sequenzierungs-Primer-Stelle, die 
spezifisch f&r jeden Schritt der Oligomersynthesc sein kann, kann audi in dem Oligo- 
nudeotid-Tag, zusatziich zu den Vemelfaitigungs-Primer-Stellei, enthalten seia Das Tag 
kann so ausgebtldet sein, dafl es in der Oligonudeotidsequenz Information beinhaltet, die 
(fie Identifizierung des assoziierten Monomers mit der Zugabe eines bestimmten Tags 
eriaubt Das Oligonudeotid-Tag hat in einer bevorzugten Ansfilhnmgsfbrm eine LSnge von 
etwa SO bislOO Nudeotiden. 

In einer bevorzugten Ausfilhrungsfonn kann das Identifiaeruqgs-Tag aus dnem Satz an 
Veibindungen, die mit Licht anspredibar stnd, zusammengesetzt sein, wie Fluoreszenz- 
oder Phosphoreszenzverbindungen, die photo-gebleicht werden konnen, wobei die Verbin- 
dungen in die Perien oder Tdlchen einveridbt werden, an welchen die Oligomere der OB- 
gomer-Bibliothek synthetisiert werden. Solche VeAindungen and faekazmt. 

Fig. 1 ist eine schematische DarsteOung einer kornbinatoriscben Oligomersynthese an 
Tdlchen. 

Fig. 2 ist eine schematische Darstdlung von gldchzdtiger kombinalorischer Oligomer- 
synthese und Teilchen-tagging. 

Fig. 3 beschrdbt ein Verfehren zur FunktionaUsierung der Perien, die kompatible Chemie 
ftor die Peptidsynthese und die Runde-bd-Runde-Anheftung der Oligonudeotid-Identifi- 
zienings-Tags, einschfieBlich der Synthese der Amino-funktionalisierten Perien, die Struktur 
der geschtttzten S'-Mddraidyl-Oligonudeotide, AminosSure-Kupplung und Einfilhrung 
eines Thiol-JHenkds", Schritt-spezifische Otigonudeotid-Anheftung an eine Perie, 
anschlieflende Aminosaure*Kupptung(en) und Ofigonudeotid-Anheftung(en) und Entfemen 
der Peptide und OHgomideotid-Schutzgruppen. 



Fig. 4 ist eine schematische DarsteOung eines Beapiels ones OKgonudeotid-Tags. 



Fig. 5 zeigt Nucleorid-Phospnoramidite, die nrit photolabilcn Schutzgruppen fiir die 
parallele PeptidVOligoniideotidsymliese derivHtisiert rind. 

Rg. 6 zeigt S^DI^-S^O-Alryl-W'-diisopro^ fiir 
parallele Peptid-ZOIigonucleotidsynthese. 

Fig. 7 zeigt die Herstellung ernes bifimktionalen Perlenraaterials zur parallelen Synthese von 
Peptiden und Oligonucteotiden. 

Fig. 8 zeigt die parallele Zusammensetzung von Oligonudeotid-getaggten Peptiden an 
Perien. 

Fig. 9 zeigt dne schematische Darsteflung eines Experiments, das in Beispiel 5 beschrieben 
ist, in dem zwei Populationen von Oligoraeren an Perien hergesteDt, getaggt, vennischt, 
gortiert und mit dem er&idungsgem&Ben Verfehren identifiaert werden. 

Fig. 10 zeigt die AuflOsung zweier Populationen von Perien mit FACS in dem in Beispiel 5 
beschriebenen Experiment Die Werte entiang der horizontaten Achse bedeuten die relative 
Fluoreszenz (Log-Einhdt). Die Werte entlang der vertikalen Achse bedeuten die relative 
Anzahl an Perien. Mcht-Fluoreszenz-markierte Perien werden dutch den Peak A dargestellL 
Fluoreszenz-mariderte Perien sind dutch den Peak B dargestellt Das VerhSltnis des 
grOBeren Peaks zu dem kleineren Peak ist 15:1. 

Fig. 11 zeigt Bilder von EtfuaTumbromid-gefirbten, UV-bestrahlten Agarosegelen von 
PCR-Produkten, die dureh die Vervielfiltigtmg nach FACS von zwei Perlenpopulationen 
und Vervielfiltigen der Tags an den ausgewlhtten Perien mit Kontroilen, wie in Beispiel 5 
beschrieben, erhahen werden. Gei A zeigt die Ergebnisse mit ausgewahhen Fluoreszenz- 
perien: Spur 1 - 2,4x10* Kopien (100 Perienaquivalente) eines 95-mer-Tags; Spuren 2-7 - 
PCR-Produkt aus einzelnen Fluoreszenzperlen; Spuren 8-10 - PCR-Produkt aus 10 Fluo- 
reszenzperien; Spuren 11-13 - PCR-Produkt aus 100 Fluoreszenzperlen; und Spur 14 - 
1,2x10* Kopien (100 Perienaquivalente) eines 110-mer-Tags. Gel B zeigt das Ergebnis mit 
sortierten Kicht-Fluoreszenzperlen: Spur 1 - 1,2x10* Kopien eines 1 10-mer-Tags; Spuren 2- 
7 - PCR-Produkt aus Einzd-Kicht-FJuoreszenzperlen; Spuren 8-10 - PCR-Produkt aus 10 
Nicht-Fhioreszenzperlen; Spuren 11-13 - PCR-Produkt aus 100 Kicht-Ftooreszenzperien; 
und Spur 14 - 2,4x10* Kopien eines 95-mer-Tags. Gel C zeigt das Ergebnis mit den 



Kontrollreaktionen: Spureo 1, 12 - DNA-^6Benstandards; Spuren 2, 3 - kerne Tag-Kon- 
trollreakiionen; Spuren 4 9 5 - 1 Perlenfiqusvalent des Idslichen 95-mer-Tags; Spuren 6, 7 - 
10 Perienaquivalente des Ifislicfaen 95-mer-Tags; Spuren 8, 9 - 1 PerienSquivalent des Ids- 
lichen 1 10-mer-Tags und Spuren 10, II - 10 Perfenfiquivalente des idslichen 1 10-mer-Tags. 

Die voriiegende Erfindung Iiefcrt neue Verfehren zur Herstellung grofier synthetischer 
Oligomer-BibliothekeiL In einer bevorzugten Ausffihrungsforra der voriiegenden Erfindung 
ist jedes Mitgfied einer solchen Bibliothek etnzigartig markiert in oner Art, die die Idenftat 
der Sequenz des Oligomers, das dem Mitg&ed entspricht, spezifiziert. Verfthrcn zur 
Durchmusterung soldier Bibliotheken und verwendbare Reagenzien zur Herstdlung der 
Bibliotheken werden ebenfells zur Vcrfiigung gestellt 

Die nachstehenden Ausdrtlcke sollen die folgenden allgeradnen Bedeutungen haben, wie sie 
hier verwendet werden: 

Komplementar Oder to wesentlichen komplementtr; 

Diese AusdrQcke beziehen sich auf Basenpaanmgen zwischen Nucleotiden oder Nudein- 
sSuren, wie beispielsweise zwischen den zwd Strfingen tines doppdstrfingigen DNA- 
Molekttls oder zwischen einem Ofigonucteotid-Primer und einer Primer-Btndungsstdle an 
einer dnzelstrfingigen Nudeinsfiure, die sequenziert oder vervidffiltigt werden soil. 
Complements Nucleotide sind ira aOgemecnen A und T (oder A und U) und C und G, 
wie befcannt ist Zwei einzelstrSngige RNA- oder DNA-MoIekQle werden als Jm wesent- 
lichen komplementar** bezdchnet, wenn die Nucleotide des einen Strangs optimal angela- 
gert, mit mindestens etwa 80% der Nucleotide des anderen Strangs gepaart sind 

Alternativ besteht im wesentlichen Komplementaritfit, wenn ein RNA- oder DNA-Strang 
unter seldcdven Hybridisierungsbedingungen an dne komplementfire NuddnsSure hybri- 
disiert In der Regd tritt selective Hybridisierung auf; wenn mindestens etwa 55% Korn- 
plementarit&t Qber einen Bereich von mindestens 14 bis 25 Nudeotiden auftritt, jedoch tritt 
dne sdektivere Hybridisierung au£ wenn die Komplementaritfit auf 65%, 75%, 90% und 
100% anstdgt Siehe Kanehisa, Nucldc Acids Res 12; 203 (1984). 

Strenge Hybridisierungsbedingungen beinhalten in der Regd Salzkonzentrationen von 
weniger als 1 M, wie wenigerals 500 mM, und werden oft Salzkonzentrationen von wem- 
ger als 200 niM beinhaltea Die Hybridisierungsteniperatur ffir Ofigomere ist in der Regd 



hober als 22°Q wie h6her als 30°C und wird hating hfiher als etwa 37°C seta Lfiqgerc 
Fragmente kSnnea hdhere HybridisierangstenipefBturen fflr spezieQe Hybridisieningen 
erfbnlenL Da andere Faktoren die Stringenz der Hybridisierung dramatisch bednfiusscn 
kflnnen (solche Faktoren beinhalten Basenzusammensetzung, Ltage der ko mplcme ntfircn 
Strfinge, Anwesenhett von organischen Lfisungsmittdn und Ausma0 der Basen-NichtQber- 
einsttrnniung), ist die Kombination der Faktoren wichtiger, als das absolute Mafl jedes 
einzelnen Faktors, 

Epttop: 

Der TeO eines AntigenmolekQls, der durch den Bemch der Wechsehviriamg mh der 
Unteridasse an Rezeptoren, bekannt als Antikdrper, beschrieben ist, ist etn Jsphop". 

Ein Jdentifizierungs-Tag" ist ein physikalisches Attribut, das em Mtttd liefert, wodurch 
man feststdlen kann, wdche Monomerreaktionen an etnem individuetten festen Trfiger bei 
der Synthese eines OKgomers durchgefiihrt wurdea Das Identifizierungs-Tag zeichnet audi 
den Schritt in den SynthesenreQien au£ in don derfeste Trfiger an dieser Monomerreaktion 
teilgenommen hat Das Identifizierupgs-Tag kann jedes erkennbare Merkmal son, 
etnschfieBIich beispielsweise: eine mikroskopisch tmterscheidbare Form, Gr&Be, Farbe, 
optische Dichte> etc.; eine unterschiedliche Absorbtenmg oder Emission von Iicbt; chemi- 
scbe Reakthitfit; magnetisch oder elektronisch codierte Information oder jedes andere 
unterscheidende Kennzeichen mit der erfbrderitchen Information und das auf dera Niveau 
eines (oder weniger) fester TrSger entschlDsselbar ist. Em bevorzugtes Beispiel eines sol- 
chen Identifizierungs-Tags ist one Oligonucleotidsequenz. Ein „Identifizienings-Tag" kann 
direkt an das synthetisierte Oligomer gekuppelt son, unabhfingig davon, ob ein fester Trfiger 
bei der Synthese verwendet wurde. In dieser letzteren Ausfilhrungsfbrm dient das 
Identifizienings-Tag als der n Tr8get" fur die OUgomersynthese. 

Ugandi 

Ein „IigaitcT ist ein MolekGl, das von einem bestimmten Rezeptor erkannt wird. Das Mittel, 
das von dem Rezeptor gebunden wird oder danut reagiert, wird ein „Ugand" genannt, ein 
Ausdruck, der per definftonem nur im Sinne seines GegenstQck-Rezeptors Bedeutung hat 
Der Ausdruck ^Ligand" bedeutet keine besondere MolekQlgrOfie oder andere struktureDe 
Merkmale oder Zusammensetzungsmerkmale, aufier daO die fragliche Substanz in der Lage 
ist, an dm Rezeptor zu binden oder in einer anderen Weise mh dem Rezeptor 



wechseizuwirfcen. Ein ,JJgand u kann auch entwcdcr als der natQriiche Ligand, an den der 
Rszeptor bindet-oder als ein iunktionales Analogon, das als ein Agonist otter Antagonist 
wirken kann, dienen. Liganden, die mit dieser Exfindung untersucht werden kOnnen, 
beinhalten, sind aber nicht beschrflnkt au£ Agonisten und Antagonisten flir ZeB- 
membranrezeptoren, Toxine und Venome* virale Epitope; Hormone, Zucker, Kofektoren, 
Peptide, Enzynisubstrate, Arzeineimittcl (z3. Opiate, Steroide, etc.) und Proteme. 

Moppyner; 

Ein Monomer" ist ein Mitgiied eines Satzes von Molekfllen, die verbunden werden kannen 
unter Bildung eines Oligomers oder Polymers. Der Satz an erfindungsgemaB verwendbaren 
Monomeren beinhaltet, ist jedoch nicht beschr&nkt au$ z.B. in der Peptidsynthese; den Satz 
an L-Aminosfiuren, D-Aminosiuren oder synthetischen AminosSuren. Wie hier verwendet, 
bezieht sich ^Monomer* auf jedes Mitglied ernes Basissatzes zur Synthese eines Oligomers. 
Z.B. Dimere von L-AminosSuren bflden einen Basissatz von 400 ^Monomeren" filr (fie 
Synthese von Polypeptides Verschiedene Basissfitze an Monomers kSnnen in 
aufcinanrierfblgenden Schritten in der Synthese eines Polymers verwendet werden. 

Oligomer oder Pohnmer: 

Die ^Oligomer"- oder JPolymer^-Sequenzen der vorliegenden Erfindung werden &us der 
chemischen oder enzyxnatischen Addition von Monomer-Untereinheiten gebildet Solche 
Oligomere beinhahen beispielsweise sowohl lineare, cycHsche und verzwetgte Polymere von 
Nudeinsiuren, Polysaccharide^ Phospholipiden und Peptiden mit entweder alpha-, beta- 
oder omega-Aminosiuren, Heteropolymere, Polyurethane, Polyester, Polycarbonate; 
Polyfaamstoffe, Polyamide, Polyethylenimine, Polyarylensulfide, Polysiloxane, Polyimide, 
Polyacetate oder andere Polymere, wie dan Fachmann bdm Lesen dieser Beschrabung 
offensichtlich ist 

Pepti d ; 

Ein „Peptid" ist ein Oligomer, in dem die Monomere alpha-AminosSuren sind, die Qber 
Amidbindungen verknOpft sind Alternativ kann ein ^Peptid" als „Polypeptid tt bezeichnet 
werdea Im Zusammenhang mit dieser Beschreibung ericennt man, daB die Aminos&uren das 
L-optische Isomer oder D-optische Isomer sdn kftnneit Peptide sind mehr als zwei 
Aminosauremonornere lang, und sind hftufiger mehr als 10 AminosSuremonomere lang und 
kdnnen sogar langer als 20 Aminos&uren son, obwohl Peptide, die ISnger als 20 Ami- 



nosSuren sind, efaer als ^Polypeptide" bezrfcfanet werden. Es werdm Standard-Einzelbuch- 
stabenabkurzungon Sir Ammosturen venvendet (rB. P fiir Prolin). 

nfiyiimtJeotide: 

Ein „OBgonucleotid" ist ein euizelstrangiges DNA- oder RNA-Mblekfll, das in der Regd 
mh synthetischen Mittdn hergestellt wurde. Die in der voriiegenden Erfindung verwendeten 
Oligonucleotide haben gewGhnlich einen Lfinge von 50 bis 150 Nudeotiden, vorzugsweise 
von 80 bis 120 Nudeotiden, obwohl Oligonucleotide rait unterechiedlicher Lfinge in einigen 
Fallen angemessen sein konnen. In einer Ausfflhningsfcrm der Erfindung werden 
beispielsweise das Oligonudeotid-Tag und das nut diesem Tag identifizierte Polymer 
parallel synthetisiert. In dieser AusfWirungsfbrm kann das Oligonudeotid-Tag durch 
Nudeotid-bd-Nudeotid-Zugabeschritte aufgebaut werden - in {Coordination nut den 
Monomer-bei-Monomer-Zugabeschritten, die venvendet werden, urn das Oligomer zu 
synthetisiereiL Zusfitzlich kOimen sehr kurze Oligonudeotide, d.h. 2 bis 10 Nucleotide, 
venvendet werden, urn ein bestehendes Oligonudeotid-Tag zu erwritern, um einen 
Monomer-Kupplungsschritt zu identifizieren. Geognete Oligonucleotide konnen nut 
Plrasphoramidit-Verfahren hergestellt werden, wie von Beaucage und Canuthera, IstL 
Lett 22: 1859-1862 (198 IX oder mh dera Triester-Verfehrcn nach Matteucd et aL, J, Am, 
Chetn. Soc. 103: 3185 (1981), oder mit anderen Verfehren, wie unter Verwendung her- 
kflmralicher automarMerter Oligonucleotid-Synthesizer hergestellt werden. 

Operaliv verknQoft: 

Erne Nucletnsiure ist „opereaV verknQpft", wenn sie in eine funktionale Beziehung mit einer 
wdteren Nudeinsauresequenz gebracht wird. Beispielsweise ist ein Promotor oder ein 
Enhancer „operativ verknQpft" mit einer codierenden Sequenz, wenn der Promotor die 
Transkription der Sequenz verursacbt. Gewohnlich bedeutet operativ verknflpft, daB die 
DNA-Sequenzea aneinandergrenzend verknQpft sind und, mils es notwendig ist, zwei 
Protem-codierende Regionen zu verknQpfen, aneinandergrenzend und in dnem Leserahmen. 

Ein „Rezeptor" ist ein MolekOl, das eine Affimtat zu einem gegebenen Liganden hat 
Rezeptoren konnen naturiich vorkommende oder kQnstlich hergestellt MolekQle sein. 
Rezeptoren kdnnen in ihrer unverSnderten naturlichen oder isolierten Form oder als 
Aggregate mit anderen Spezies verwendet werden. Rezeptoren konnen kovalent oder nicat- 
kovalent an ein bindendes Mhglied gebunden sein, entweder direkt oder Qber erne spezidle 
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Bindungssubstanz. Beispiele fur Rezeptoren, die in den erfindungsgemfiflen Verfahren 
angewendet werden kfiimen, beinhalten, sind jedoch nicht beschrtnkt au£ Antikfirper, 
Z&Imembranrezeptoren, monoklonale Antikflrper, Antiserai, die mit gpezrfisriicn anrigencn 
Determinanten reagieren (wie au£ Viren, Zellen oder anderen MgteriaBen), Polynucleotide, 
Nucletnsauren, Lectine, Polysaccharide; ZeOen, zeUuiSren Membranen und Organdie. 
Rezeptoren werden manchmal als „Antiliganden a bezeichnet. Da hier der Ausdruclc 
JRezeptor" verwendet wird, soli kein Unterscfaied in der Bedeutung gemexnt son. Ein 
JLigand-Rezeptor-Paar" wird gebildet, wenn sich zwei Makromolekule fiber motekulare 
Eikennung verbunden haben, um einen Komplex zu bilden. 

Andere Beispiele fQr Rezeptoren, die nut dieser Erfindung untersucht werden kSnnen, 
beinhalten, sind jedoch nicht beschrftnkt au£ 

Mikmoiyanismus»Rezeptoren: Die Bestimmung von Liganden, die an Mikrooiganismus- 
Rezeptoren binden, wie an spezifische Transportproteine oder Erayme, die essentiell zum 
Oberieben von Mikrooiganismen sind, ist verwendbar bet der Entdeckung neuer Klassen 
oder Arten von Antibiotika. Von besondereni Wert wSren Antibiotika gegen opportunisti- 
sche Pilze, Protozoa und die Bakterien, die gegen die heute verwendeten Antibiotika resi- 
st ent sind. 

Epsymc: Beispielsweise ist (fie Bindungsstefle ones Enzyms > wie den Enzymen, die zur 
Spaltung von Neurotransmittern verantwortlich and, ein Rezeptor. Die Bestimmung von 
Liganden, die an gewisse Enzyme binden und sorait die Wirkung von Enzymen, die ver- 
schiedene Neurotransmitter spalten, modulieren, ist verwendbar in der Entwicklung von 
Arzneimitteln, die bei der Behandlung von Fehtfunktionen von Neurotransmittern verwen- 
det werden kdnnen. 

Antikflrper Beispielsweise kann die Erfindung bd der Untereuchung von Ligand-Bin- 
dungsstelle eines Antfkflrpermolekuls verwendbar sein, das sich mit dem Epitop eines 
Antigens von Interesse verbindet Die Bestimmung einer Sequenz, die ein antjgenes Epitop 
nachahmt, kann zu der Entwicklung von Vacdnen filhren oder fiihrt zu der Entwicklung 
verwandter diagnostischer Mittel oder Verbindungen, die in therapeutischen Behandlungen, 
wie f&r Autoimmunkrankheiten, verwendbar sind (z3. Blockieren der Bindung der „SeIbst- 
AntikfirpeT). 



Nucirinsfrurcn: Die Erfindung kann verwendbar sein bd der Untersuchung von Sequenzen 
von Nucleins&uren, die als Bindungsstdlen fQr zeBulare Proteine wirken ( T -trans- wirkcnde 
Faktoren"). Soiche Sequent k&nncn z,B. Enhancer oder Promotorsequenzen bdnhalten. 
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K^t ytisrhfl Polypeptide: Polymery vorzugsweise Polypeptide (fie in der Lage sind, one 
chemische Reaktion zu ©idem, die die Umwandhmg von einem oder roehreren Reaktanten 
zu einem oder mehreren Produkten bdnhahet, sind Joitah/usche Polypeptide". Solche 
Polypeptide beinhalten in der Regel eine spezifische BindungssteUe fflr mindestens einen 
Reaktanten oder ein Reaktionszwischenprodukt und eine aktive Funktionalitfit in der Nflhe 
der BindungssteUe, wobei diese FtrnktinnaBtat in der Lage ist, den gebundenea Reaktanten 
chemisch zu modifizierea Katalytische Polypeptide sind bei Lerner et aL, Science 252 : 659 
(1991) beschrieben. 



Hnrmonrezeptoren: Beispielsweise beinhalten JHonnonrezeptoren" die Rezeptoren fflr 
Insulin und Wachstumshormon. Die Bestimraung der Liganden, die mh hoher Affinitfit an 
einen Hormonrezeptor binden, ist iriltzBch bei der EntwicJdung beispielsweise eines oralen 
Ersatzes fflr die ttglichen Injektionen, die Diabetiker machen mOssen, urn die Symptome 
15 von Diabetes zu Hndern und in einem anderen Fall, als Ersatz fur menschliches Wachs- 
tumshormon, das nur aus Kadavera oder durch rekombinante DNA-Technologie erhalten 
werden kann. Andere Beispiele beinhalten die vasokonstriktiven Horrnonrezeptoren. Die 
Bestinunung von Liganden, die an jene Rezeptoren binden, kann zu der Entwickluog von 
Arzneiinitteln zur Kontrolle des Blutdrucks fuhren. 



nniatngentoren: Die Bestimmung von Liganden, die an Opiatrezeptoren im Km binden, ist 
verwendbar bei der Entwickhmg von weniger sQchng-machenden Ersatzstof&n fur 
Morphhim und verwandte Arzneiinittel. 

25 Suhstrattrager oder fester Tracer Ein „Siibstrattrager oder fester Trfiger" ist ein Material 
mh einer starren oder halbstarren Oberflache. Solche Materialien nehmen vorzugsweise die 
Form kleiner Perlen, Pellets, Scheiben oder anderer herkommlicher Formen an, obwohl 
andere Formen verwendet werden konnen. In emigen Ausfuhrungsformen ist mindestens 
eine Oberflache des Substrate im wesentlichen flack Eine annfiherungsweise kugelige Form 

30 istbevorzugt 

Svnthetisch: Eine Verbindung ist ^ynthetisch", wena sie durch chemische oder enzymati- 
sche In vttro-Synti\ese> hergestellt wind. Die erfindungsgemfiSen synthetischen Bibliotheken 
kfinnen in Gegensatz gesetzt werden zu solchen in viralen Vektoren oder Plasmidvektoren, 
35 beispielsweise denjenigen, die in Bakterien, Hew oder anderen lebenden Wirten verviel- 
filtigt werden. 



L Ver&hren mr Herstellung groflcr svnthetischcr OEgomer-Bfoliothgkffl 



Ein allgemeines Verfahren zur Synthese von statistischen Oligomeren kann verwendet 
werden, urn eine riestge Anzahl an Verbindungen herzusteUen, die mit rdcombinanten 
Systemen verfiigbar sind, und urn die Vidfilt des Monomersatzes zu nutzen, die mit die- 
miscben Syntheseverfehren verfii#>ar ist. Man kann leicht bis zu 10 n verschiedene Oligo- 
mers herstellen, eine dramatische Verbesserung gegenOber den herkOmmlichcn Verfahren. 
Die vorliegende Erfindung liefert ein dnftches Mittd zur Identifizierung von Oligomeren. 

Das allgemdne Verfahren umfefit die Herstellung einer groCen, hoch unterschiedlichen 
Sammlung oder Bibliothek, wobd jedes Mitglied einer solchen Bibliothek eine dnzdne 
Oligomersequenz (z3. ein Peptid) um&Bt Die Sequenz kann 15slich oder kann an einen 
festen Trfiger gebunden sein. Falls sie an einen festen Trfiger gebunden ist, ist das Oligomer 
gewflhnlich mittels eines Linkers gebunden. Der Linker hat vor dem Binden one gedgnete 
firnktiondle Gruppe an jedem Ende. Eine Gruppe ist fiir die Bindung an den Trfiger und die 
andere Gruppe fiir die Bindung an das Oligomer geeignet. Eine solche Sammlung kann 
bdspidsweise alle Kon&inationen von n Monomeren enthalten, die die Lfinge X haben, 
wobd n x verschiedene Verbindungen erbalten werden. Die Sammlung kann audi Oiigomere 
mit verscbiedenen Monomereinhehen an beispidsweise nur einer oder einer geringen Zahl 
von Positional enthalten, wobd an alien anderen Positional die Sequenz identisch ist Ein 
allgemeines Ver&hren beinhaltet in der Regd das Synthetisier en der Oiigomere in dner 
zuftlligen kombinatorischen kstochastischen") Art durcb chemisches und/oder 
enzymatisches Zusammensetzen der Monomerdnhdten. 

Eine synthetische Oligomer-Bibliothek kann hcrgestdlt werden durcb Synthetisiercn an 
jewdls einer Vidzahl von festen TrSgern dner dnzdnen Oligomersequenz. Die Oligo- 
mersequenz ist verschieden bd den verscbiedenen festen Trigern. Die Oligomersequenz 
wird in einem Ver&hren synthetisiert, das die Schritte umfaBt: (a) Vertdiung der Trfiger in 
dner stochastischen Wdse unter einer Vidzahl von Reaktionsge&Ben; (b) Aussetzen der 
Tifiger in jedem ReaktionsgefiB einem ersten Monomer; (c) Zusammenlegen der Trfiger; (d) 
Verteilen der Trfiger in einer stochastischen Wdse unter dner Vidzahl von Reaktions- 
ge&fien; (e) Aussetzen der Ttfiger in jedem Reakttonsge&B dnera zweiten Monomer, und 
(f) Wiederholen der Schritte (a) bis (e) mindestens on- bis zwanzigmal. In der Regd wird 
irn wesentHchen die gleiche Anzahl an festen Trtgera in jedes ReaktionsgefeB verteDL Die 
Monomere k6nnen aus dem Satz von Aminosfiuren gew&hlt werden und das erhaltene Oli- 
gomer ist ein Peptid. 




Als em speziefles Bdspid fflr das Verfehren kann man cfie Synthese von Peptiden ansehen, 
die drei Reste lang sind, und aus einem Monomersatz nrit dm verechiedenen Monomeren 
zusammenge8etzt and; A, B und G Das erste Monomer wird an drei verschiedene AHquots 
von Peilen gekuppdt, wobet jedes unterschiedKche Monomer in etnem unterschiedlichen 
5 Aliquot voriiegt und die Perien aus alien Reaktionen werden sodann zusammengelegt (siehe 
Fig. 1). Der Pool (zusammengdegte Perien) enthSlt nun armfihrend die gldche Anzafal an 
drei verschiedenen Arten von festen Ti^gem, wobd jede Art durch das Monomer in der 
ersten Position charakterwert ist Der Pool wird vermischt und auf die getrennten 
Monomer-Reaktk>nst6pfchen oder -gefiiBe nrit A, B oder C als Monomer wiederverteOt 
10 Sodann wird der zweite Rest angekuppelt 

1m Anscfalufi an diese Reaktion hat nun jedes Ge&fl Perien mh drei verschiedenen Mono- 
meren in Position 1 und dem Monomer aus jedem einzelnen zwdten ReaktionsgeftB in 
Position X Alle Reaktionen werden dann wteder zusammeagdegt, unter Herstellung eines 

15 Gemisches aus Perien, die jeweils eines der neun mdglichen Diraere tragen. Der Pool wird 
sodann unter den drei Reaktionsge&Ben vertdh, gekuppdt und zusammengelegt Dieses 
Verfehren der sequenzieHen Synthese und des Mischens ergibt Perien, die alle roflglichen 
Reaktionswege durchlaufen haben und die Sammlung an Perien uxnfafit alle Triniere von 
drei AminosSuren (3 3 = 27). Somit wird em korapletter Satz an Trimeren aus A, B und C 

20 konstraiert. Wie Idcht zu sehen ist, hilft die Verwendung einer genflgend groBen Anzahl an 
Syntheseperien sicherzustellen, dafi der Satz der verschiedenen Kombinationen an 
Monomeren, die in diesem zufSHigen, kombinatorischen Syntheseschema angewendet 
werden, voQstfindig reprasentiert ist 

25 Diese Verfehren zum Zusammensetzen von Oligomeren aus viden Arten von Monomeren 
erfbrdert die Verwendung von gedgneter Kupplungschemie f&r einen gegebenen Satz an 
Monomereinhdten oder Aufbaublockeit Jeder Satz an AufbaublBcken, der in einer Schritt- 
bei-Schritt-Art aneinander gebunden werden kann, kann als Monomersatz dienen. Die 
Bindung kann mit cheraischen, enzymatischen oder andcren Mitteln oder durch dne 

30 Kombination jedes dieser Mhtel vermittelt werden. Die sicfa ergebenden Oligomere kdnnen 
linear, cydisch, verzweigt, oder sie kOnnen verschiedene andere Konfbnnadonen annehmen, 
wie fUr den Fachmann offensichtlich ist Verfehren zur Festphasensynthese von 
Polypeptiden sind beispielsweise bei Merrifidd, supra, beschrieben. Peptid-Kupplungs- 
cbemie ist auch in The Peptides, Vol. 1 (Eds. Gross E. t und 1 Mdenhofer, Academic Press, 

35 Orlando (1979)) beschrieben. 

Um die Oligomere zu synthetisieren, wird dne Sammlung einer groBen Anzahl an festen 
TrSgern unter einer Anzahl an ReaktioitsgefiBen auigeteflt In jeder Reaktion wird ein 
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uaterschiedHches Monomer an die wacbsende Oligomericette aijgekuppelt Die Monomere 
kdnnen vonjeder Art sein, die fllr die chemiscbe Kupplung geeignet afctivicrt werden kann 
oder bd der enzymatischen Kupplung akzeptiert wird. Da die Reaktzonen in getnennten 
ReaktionsgeftBen enthalten sein kftnnen, kftnnen sogar Monomere nut unterschiedlicher 
Kupplungschemie verwendet werden, urn die Oligomere zusammenzusetzen (siehe Jhs 
Pqrtides, supra). Die Kupplungszdt tOr etnige Monotnersatze kann lang sent Daher ist die 
bevorztigte Anoidnung diejenige, in der die Monoraeneaktionea paraBd ausgef&hrt werden. 
Nach jedem Kupplungsschritt werden die festen Trflger zusammengelegt, an denen die 
Oligomere der Bibliothek synthetiwert werden, und vor der Wiederverteilung in die 
einzetoen ReaktionsgefilBe fllr den nfichsten Kupplungsschritt gemiscfat Dieses Mischver- 
fthren liefert feste TrSgcr mit viden Oligomer-Sequenzkombinationmt Wenn jeder Syn- 
theseschritt eine bobe Kupplungseffizienz hat, dann haben im wesratlichen alle Oligomere 
an einem einzelnen festen Trfiger dtesdbe Sequenz. Diese Sequenz wird durch den Syn- 
theseweg (Ait und Sequenz der Monomcrreaktionen) fiir einen gegebenen festen Trgger am 
finde der Synthase bestimmt Die maximale L&nge der Oligomere ist in der Regel weniger 
als etwa 20, gewiihnlich von 3 bis 8 Resten Lfinge. In etnigen FSlIen karmjedoch eine Lfinge 
von 10 bis 12 Resten bevorzugt sein. Bekannte Schutzgruppen kdnnen venvendet werden, 
urn felsche Kupplung zu veriiindern (siehe The Peptides. VoL 3 (Eds. Gross E.> und I 
Meienhofer, Academic Press, Orlando (1981)). Modifikationen dieses voHstfindig zufilligen 
Ansatzes sind ebenfails mflglich. Beispielsweise kann der Monomersatz von Schritt zu 
Schritt erwdtert oder verringert werden; oder der Monomersatz kann fiir den n&chsten 
Schritt komplett aiisgewechselt werden (z.B. Aminosfiuren in einem Schritt, Nucleoside in 
einem anderen, Kohlenhydrate in wieder einem anderen Schritt), fills die Kupplungschemie 
verfiigbar ware (siehe Gait, OHgonudeotide Synthesis: A Practical Approach. IRL Press, 
Oxford (1984); Friesen und DanisheSky, J. Amer. Chem. Soc. Ill : 6656 (1989) und 
Paulsen, Angew. Chem. Int Ed. End 25 : 212 (1986). Mbnomerdnheiten fir die 
Peptidsynthese kdnnen beispielsweise einzelne AmmosSuren oder groBere Peptideinheiten 
oder beides beinhaltert Eine Variation ist; etnige Pools mit verschiedenen Sequenzen an 
festen Trfigern zu bilden, die unter verschiedenen MonomersStzen geteilt werden bd 
gewisssen Schritten der Synthese. Mit diesem Ansatz kann man auch Oligomere mit 
verschiedenen Lfingen mit entweder verwandten oder nicht-verwandten Sequenzen 
aufbauen und man kann bestimmte Monomerreste an einigen Posdtionen festhalten, wihrend 
die anderen Reste variieren, urn Oiigomerrahmen zu konstruiieren, in denen bestimmte 
Reste oder Regionen verandert werden, urn fiir Vidfelt zu soigen. 

Die cbemische oder enzymatische Synthese von erfindungsgemfiBen Oligomer-Bibliotheken 
findet in der Regel an festen TrSgern statt Der Ausdruck Jester Triger", wie er hier 
verwendet wird, umfafit ein TeHchen mit geeignetea SteBen fUr die Oligomersynthese und, 
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in einigen Ausftihrongsformen, far die Bindung und/oder Synthese des Tags. Es gibt dnige 
feste Trfiger, die bd der Herstellung der erfindungsgemfiBen synthetischea Ohgomer- 
Bibliotheken verwendbar sini Feste TrSger werden herkOmmKch bd der Festphasen- 
synthese von bdspiebwdse Peptiden und Nudeinsfiuren und anderen Oligomeren, wie 
5 vorstehend aufgezfihlt, verwendet und sind somit bekannt 

Mit genQgend festen TrSgera und effizientem Kuppdn kann man die kompletten Satze 
bestimmter Oligomer^ fills es erwtascht ist, hersteflen. Allgemdn liegt die GrtJBe des 
festen Trfigers fan Berdch von 1 nm bis 100 pm, es kann jedoch dn grfiflerer fester TrSger 

10 mit bis zu 1 mm GrOBe verwendet werden. Die gedgneie Grtfle fQr den festen Tifiger hangt 
von (1) der Anzahl an OUgomersynthesestdlea und den erwOnschten Bindungsstellen des 
Identifizterungs-Tags, (2) der Anzahl an verschiedenen zu synthetisierenden Verbindungen 
(und der Anzahl an festen Trfigern, die die jeweiligen Oligomers, die fflr die 
Durchmusterung bendtigt werden, tragen); und (3) der Wirkung auf die GrtBe do* festen 

15 Trfiger bd bestimmten Durchmustemngsstrategien [z.B. Fiuoreszenz-aktivierte Zdlsortierer 
(FACS)1 die verwendet werden, ab. 

In dnem spezidlen Beispid kdnnen feste Trfiger mit 1 |im Durchraesser verwendet werden. 
WennjedeReaktionca. 0,2 ml feste Trfiger enthfilt, und die OHgomere aus einem Satz von 

20 50 Monomeren (50 parallele Reaktionen) synthetidert werden, daxm wfiren insgesamt 10 ml 
feste Trfiger oder ca. 10 13 feste Trfiger erfbrderfidt Wenn es erwOnscht ist, Hexamere mit 
diesen 50 Monomeren henzustellen, dann gibt es raehr als 1,5 x 10 10 mfigliche Sequenzen 
und jede spezidle Sequenz ware an etwa I0 3 festen Trfigern vertretea Eine geschfitzte 
Kapaatfit jeder Perie, baderende auf der Kapazitfit heikflmmlich verwendeter 

25 Peptidsynthese-Harze liegt bd etwa 0,1 pg Peptid pro Perie. Mh dieser Schfiizung hfitte 
dann jeder feste Trfiger etwa 10* Otigomerketten, 

Um die EfiBztenzen bdm Waschen zu verbessem, sind feste Trfiger bevorzugt, die weniger 
ports als Qbliche Peptidsynthese-Harze sand. Diese Trfiger haben dne niedrigere Dichte von 

30 wachsenden Ketten, jedoch kdnnen sogar nut dnem Abnehmen der Kapazitfit um dnige 
GrtBenordnungen, ausrdchende Oligomerdichten fCkr efiizientes Durchmustern hergestettt 
werden. Mit weniger porSsen Trfigern ist dn grOfierer Antdl an Oligomercn filr die 
Bindung an den Rezeptor wfihrend des Durchmusterungsverfehrens verfUgbar. AuBerdem 
vermindern die weniger porfisen Trfiger das Hinflbertragen von Tags aus dner Reakdon zu 

35 der nfichsten, wobd die Genauigkdt des Ablesens der dominanten (korrekten) Tags 
verbessert wir A 
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Solche festen TrSger konnen jede Form haben, obwohl sie vorzugsweise annShernd kugd- 
formig sind. DierTrfiger mflssen nicht notwendigerweise in GrtJfle, Form oder Zusammen- 
setzung homogen sem, obwohl die TrSger gewOhnEch und vorzugsweise einhextlich sind. In 
etnigea Ausfohrungsfoimen kfirmen TrSger, die sefar einheftlich in dcr GrdBe And, besonders 
bevorzugt sein. In einer anderen Ausftthnmgsfbrm jedoch kdnnen zwd oder mehr deutlich 
vcrschiedene Populationen von festen TrSgern fUr gewisse Zwecke verwendet werden. 

Feste TrSger k&men aus vielen Materialien bestehen. Diese and hauptsSchlich durch die 
Kapazitit fiir die Derivatisierung zura Binden jeder einer Anzahl von cbemisch reaktiven 
Resten und der KompatibitftBt oiit der Chemie f&r die Oligomersynthese und das Binden des 
Tags beschr&nkt Geeignete TrSgerrnateriafien beinhalten Glas, Latex, stark vernetztes 
Polystyrol oder Shnliche Polymere, Gold oder andere kolloidale Metallteilchen und anderc 
bekannte Materialien. AuBer es ist anders beschrieben, kdnnen die chemisch reaktiven 
Reste, mh denen solche festen TrSger derivatisiert werden kOnnen, diejenigen sein, die 
herkdmmlich bei der Festphasensynthese der jeweiligen Oligomere verwendet werden und 
sind somit bekannt Die erfindungsgem&B verwendeten festen TrSger beinhalten keine 
lebenden Zeflen, Viren oder Vektoren zum Klonen, wie Phagenvektoren oder Plasmsde. 

il Verfahren aim Hsreftto ggteggtsr synthfflgcfry QHgpmcr-Bfoliottekw 

Die die Bibliothek um&ssenden Oligomere rind audi an ein Identifizienmgs-Tag gebunden, 
das leicht decodiert werden kann, urn die Sequenz jedes Oligomers aufzuzdchnen. Die 
Ideotifizierungs-Tags kdnnen entweder an das Oligomer oder den festen TrSger, an den das 
Oligomer gebunden ist, gebunden sein. Die Bindung ist vorzugsweise mhtels eines linkers, 
der vor der Bindung erne geeignete funkdonelle Gruppe an jedem Ende hat, wobei eine 
Gruppe f&r die Bindung an den TrSger und die andere Gruppe fiir die Bindung an das 
Identifizierungs-Tag geeignet ist. Altemativ kann das Idendfizierungs-Tag an ein Monomer 
gebunden sein, das in das Oligomer einverieibt ist oder direkt an denselben Linker gebunden 
ist, der das Oligomer an den festen TrSger bindet In der letzteren AusfUhrungsfoim hat der 
Linker vor der Bindung eine dritte fiinkdonaie Gruppe, die fiir die Bindung des 
Identifizierungs-Tags geeignet ist 

Eine synthetische Oligomer-Bibiiothek, die Identifizteraqgs-Tags beinhaltet, wird durch 
Synthese einer einzelnen Oligomersequenz an jeweQs einer Vielzahl von festen TrSgem 
heigesteflt und eines oder mehrere Identifizierungs-Tags identifizieren die Oligomersequenz. 
Die getaggte synthetische Oligomer-Bibliotbek wird in canem Verfahren hergestelh, das die 
Schritte umfaDt; (a) Verteilung der TrSger unter einer Vielzahl von ReaktionsgeftBen; (b) 
Aussetzen der TrSger in jedem ReaktionsgeSB einem ersten Oligomer-Monomer und einem 
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ersten Hentifiaenmgs-Tag-Monomer; (c) Zusammentegm der Trflger; (d) Verte2ung der 
Trflger unter exner Vielzahl von ReafctionsgeftBcn; und (e) Aussetzen der Trfger dnem 
zweiten Oiigomer-Monomer und dnem zweiten Identifizienings-Tag-Monomer, Wie 
vorstebend beschrieben, kann die Erfindung audi in dner Weise ausgefilbrt werden, in der 
5 es Icemen festen Trflger gibt Bet dieser Ausfflhrung wird das Tag cfirekt an das zu 
synthetisierende Oligomer gebunden. Die Schritte des jeweiligen Verfkhrens werden in der 
Rcgd ein- oder mehnnak, jedoch gewdhnlich weniger als zwanzigmal wiederholt 

Die festen Trfiger kSnnen emem Oiigomer-Monomer und einem Identifizierimgs-Tag zur 
10 selben Zeit oder sequentidl ausgesetzt werden (oder damit gefcuppdt werden). In jedem 
Fall werden die Trflger sodann zusammengdegt und dem zweiten Oiigomer-Monomer und 
dem zweiten Identifizierungs-Tag ausgesetzt Wie vorstehend werden diese Schritte wie- 
derholt, in der Regd von ein- bis etwa zwanzigmal Die Erfindung wird Wer hauptsSchfich 
in bezug auf die Herstdlung von MoIekOlen mit Sequenzen von Aminosfiuren beschrieben. 
1 5 Die Erfindung kann jedoch leicht auf die Herstdlung anderer Oligomer© angewendet wer- 
den und jeder Satz von Verbindungen kann in einer Baustdn-bd-Baustem-Art synthetisiert 
werden, wie dem Fachmarai bekannt ist 

In einer anderen Ausfuhnmgsfcrm wird der feste Tritger fur die Synthese aller Mitglieder 
20 der Bibliothek verwendet. Die Mitglieder werden jedoch von dem Trflger vor der Dunch- 
TPiiotmyng abgespdten. In dieser AusfUhningsfbrm kann die Synthese von getaggten Oli- 
gomers unter Verwendung von in groflem MaBstab imrnoblisierter Polymersynthesever- 
fehren (VLSIPS™) errdcht werden. Siehe US-PS 5,143,854 und PCT-Patentvertfifent- 
lichung Nr. 92/10092. Eine Ansammlung von Oligonucleotiden wird an dem VLSEPS™- 
25 Chip synthetisiert. Jedes Oligonucleotid ist fiber dne spahbare Gruppe, wie eine Disulfid- 
gruppe, an den Chip gebunden. In einer Austthrungsfbrm hat jedes Oligonucleotid-Tag dne 
Aminognippe am &eien Ende und enthfilt nur Pyrimidin oder Pyrimidin und Purin-andoge 
Baseiu Zusfttziich enthalt jedes Oligonudeotid Bindungsstellen f&r die Vervielffltigung, <Lh. 
PCR-Priraer-Stellen und wahlwdse dne Sequendenmgs-Primer-Stelle. Ein kurzer 
30 Abschnitt jedes Oligonudeotids codiert etnzigartig fikr (fie Monomersequenz des zu 
taggenden Oligomers. Dann werden bdspielswdse Peptide synthetisiert, gegebenenfills von 
den frden terrainden Aminogruppen an jedem Oligonucleotid, so daB jedes Peptid an ein 
Tag gebunden ist Die gesamte Sammlung an O&gomxdeotid-Peptiden kann von dem Chip 
losgdOst werden, urn dne losliche getaggte Oligomer-Bibliotbek zu erzeugen. 

35 

Bevorzugter jedodi wird die Oiigomer-Bibliothek an Perien oder Tdlchen gebildet Ein 
Verfahren der Perienfiinktionalisierung mit kompatibler Cheraie f&r die Peptidsynthese und 
die Rimden-bd-Rxmden-Bindung der Ofigonudeotid-Identifiriexung&-Tags ist in den Kg. 
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3.1 bis 3.6 gezdgt. CHasperien werdea unter Venvendung von Amiiioprppyftriethoxysilan 
derivatisiert und em beta-Alanin-Abstandshalterrcst wird mit dem aktivierten Ester- 
Verfahren gekuppdt Die Ofigomicleotid-Tags kdnnen gegebenen&Ss in dne Biotingruppe 
dnge&gt werden, um die Reinigung, Hybridisierung, Vervielfeltigung oder Detektion zu 
verdn&chen (siehe Pierce ImmunoTcchnologv Catalog and Handbook. 1991. Kommerziell 
erhfiWiche Fmoc-geschQtzte Aminosfiuren und Standard-BOB-Kupplungssdiemk wird £Dr 
die Peptidsynthese verwendet (siehe The Peptides, supra) . GeschQtztes Polypyrimidin (zB. 
Cytidin-geschOtzt als N'-Bz-C) und/oder Purinanaloga^ialtige Oligonucleotide; die resistant 
gegen die Kupplungsreagenzien und die Reagenzien zum T^ipffernan der Schutzgruppen sind, 
die in der Pep&bynthese verwendet werden, werden mitteis Maleimidchemie an die 
unmaskierten Thiolgruppen gebunden, die in die wachsenden Peptidketten mh einer 
niedrigen Frequenz (dh. 0,1%) als Cystdnreste mit maslderten Thiolgruppen eingefflgt 
werden (wobd die Masken selektiv vor dem Taggen entferat werden kOnzten). In anderen 
erfindungsgem&Ben Ausfiihrungsformen kdnnte die Venvendung von geschotzten 
Nucleosiden oder Oligonucleotiden nicbt notwendig sdn. 

Um jedocfa die Integrit&t eines Oligonucleotid-Tags wflhrend der Peptidsynthese zu eriiaKen, 
kann es notwendig sdn, verschiedene Kombinationen von Schutzgruppen und/oder 
synthetischen Nucleotiden zu verwenden, um den Abbau des Tags oder des syirthetisierten 
Oligomers zu verhindern. Im allgemeinen sind Potypyrimidm<)iigonudeotid-T8g$ relativ 
stabil unter den typischen Peptidsynthesebedingungen, im Gegensatz zu Oligomideotid- 
Tags, die natfirliche Purinnucleotide enthalten, jedoch kann dn Polypyrixnidin-Nudeotid* 
Tag einigermaflen schwierig nut PCR zu vervidffiltigen sdn. Es kann notwendig sdn, 
Purinbasen oder Analoga, die auf ihre Ffthigkdt, den Bedingungen bd der Peptidkupphmg 
(und dem Entfernen der Schutzgruppen) getestet wurden, in das Tag dnzufiigen, um die 
gewQnschte Effizienz bei der Vervielftltigung zu errdcheru FQr die Zwecke der voriiegen- 
den Erfindung kann das Tag gegebenenfklls von 10 bis 90%, vorzugswdse 35 bis 50% und 
insbesondere 33 bis 35% Purin oder Purinanaloga-Nudeodde enthahen. Die Oligo- 
nucleotide kdnnen gegebenenfaHs Phosphatschutzgruppen (zB. O-Methylphosphate) mit 
einer bSheren BasenstabilitSt als die Standari^eta-Cyanoethylgruppe, die anftllig gegen- 
uber der Piperidinspaltung sdn kann, enthalten. In solchen Ffillen kann die Ent&raung der 
Scbutzgruppe von dem Peptid und Oligonudeotid durch sequentidle Behandlung mh 
Thiophenol, Trifluoressigsfiure und ethanolischem Ethylendiamin bd 55°C bewirkt werden. 
In einer anderen AusfQhrungsform werden photolabile alpha-Aminoschutzgruppen in 
Verbindung mh Basen-labilen Sdtenkettenschutzgnippen fikr Aminosfiuren und Standard- 
beta-Cyanoethytechutzgruppen filr die OBgonudeotid-Tags verwendet 
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In ciner anderen Ausfiihnmgsform kennen Oligonucleotide out sowohl modifizierten oder 
synthetischen Purinen und Pyrimidinen parallel mit Peptiden synthetisiert werden, unter 
Verwendung von heri&Bramlichen FmocAteu-geschfltzten Annnosfiuren. In diesem Verfah- 
ren kann man auch O-AIlyl- und N-AIljdoxycarbonyigruppm verwenden, urn die Phos- 
5 pbatsauerstofiatome und die exocycGschen Amine der Nucleosidbasen jewefls zu schQtzen 
(siehe Hayakawa et at, 1 Amer Chem. Soc. 112: 1691-1696, 1990). Durch Anwenden des 
mOden Oxidationsmittels l BuOOH filr die Oxidation am Phosphor kann man die Oxidation 
der Aminosfiuren Metfrionin, Tryptophan und Histidin mmimieren (siehe Hayakawa et al., 
Tetr. Lett. 27 : 4191-4194, 1986). Die Verwendung von Pyridiniumhydrochlorid/M 

10 als em Phosphoranridttaktivator fuhrt zu der sdektxven 5*-0-Phosphityliening auf Kosten 
von niedrigen Anteilen an felscher Reaktion am Sttckstoff an dem Peptid oder Oiigo- 
nudeotid (siehe Giyaznov und Letsinger, Nucleic Acids Research 20: 1879-1882, 1992). 
Die StabiHtat der Purinnucleotide gegenOber starker Sfiure (zJS. TFA) wird durch Ver- 
wendung von Phosphoramiditen der Purinnucleosidanaloga 7-Deaza-2*-deoxyadenosin und 

15 7-Deaza-2'-deoxyguanoan verhindert (siehe Barr et al., PioTepfaffques 4: 428-432, 1986, 
und Scfaeit, Nucleotide Analogs: Synthes is and Biological Function. Seiten 64-65 (John 
WOey and Sons, New York)). 

Die vollstfindig zusammengesetzten Peptid- und Otigonudeotidketten k5nnen zuerst durch 
20 Behandhing der Produkte mit 30% Piperidin in DMF, urn die Anuno-terminalen Fmoo 
Gmppen zu entferaen, von den Schutzgruppen befreit werden. Dann werden die aDyiischen 
Schutzgruppen entfernt unter Verwendung von THF, das Tris-(diben2ylid«iaceton)- 
dipaladium-dilorofonn-Komplex enthSK, Triphenyiphosphin und n- 
Butyiamin/Amdsensfiure, gefclgt von einem Waschschritt mh THF, einem Waschschritt mit 
25 w&Brigem Natrium-N,N-diethyldithiocarbamai und einen Waschschritt mh Wassen Am 
SchluB werden die Saure-labilen Aminosaureschutzgruppen durch Behandlung mit 95:5 
TFA/Wasser entfernt 

Andere Verfahrea Uefera ebenfells einen wirlcsamen orthogonalen Schutz wfihrend des 
30 parallden Zusammensetzens der Oligonucleotide und der Peptide. Diese Verfahren bein- 
hahen die Verwendung von S&ure-labilen Schutzgruppen an den Phosphatea und den 
exocyclischen Aminea von Deoxycytidin, 7-Deaza-deoxyadenosin und 7-Deaza-deoxy- 
guanosin, die ausreichend stabQ sind, um der 3% Trichloresagsfiurc zu widerstehen, die bd 
der S'-O-Detritylierung verwendet wird. Wdterhin beinhahen diese Verfahren die 
35 Verwendung von photochemisch entfernbarcn Schutzgruppen an diesen Resten und Kom- 
binationen von soldien SSuren und photolabilen Resten (filr photolabOe Schutzgruppen filr 
Phosphate siehe Baldwin et al., Tett Lett. 46: 6879-6884 (1990X siehe audi Fig. 5). 
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IIL MwfflWywnf der Se£ P ienz iedes Oligomers 

Die voriiegende Erfindung Jiefert ein Ver&hren zur Identifizicniqg der Zusammensetzung 
und der Sequenz jedes Oligomers in der Bibliothek. Durch Verfblgen des synthetischen 
Wegs, den jedes Oligomer beschrittea hat, kann man auf die Sequenz der Monomere jedes 
Oligomers zuruckschlieBea Das Ver&hren beinhaltet das Binden dnes Identifizieruiigs- 
Tags an das Oligomer, das die Monomerreaktionen und die entsprechenden Schrittzahlen 
anzeigt, die jedes Oligomer in der Bibliothek ddftnieren. Nach einer Reibe von Synthese- 
schritten (und gldchzdtiger Zugabe von Identifizienmgs-Tags) Jiest" man die mit einem 
Oligomer assoadierten Identi&derungs-Tag(s) t urn die Sequenz dieses Oligomers zu 
bestfanmen. 

Beispielsweise kann man mikroskopisch erkennbare alphanumerische Tags an jede Ferie 
binden (siehe Fig. 2): „A1" bedeutet, daO die Perie an einer A-Monomerreaktion bei Schritt 
1 teflgenommen hat, „C2" bedeutet, dafi die Perle an einer C-Monomerreaktion an Schritt 2 
teflgenommen hat und „B3" bedeutet, daB B-Monomer in Schritt 3 zugegeben wurde, usw. 
Am Ende der 3-Schritt-Synthese hitte die Perie 3 Tags gebunden, z.B. Al, C2 und B3, was 
andeutet, daB die Sequenz der Peptide an der Pole ACB ist Dieses Schema erfbrdert one 
Anzahl verschiedener Identifizienir^gs-Tags maximal gldch dem Produkt der Anzahl 
verschicdener Monomere und der Anzahl der Syntheseschritte (neun in diesem Beispid). 
Die Anzahl an Identifizterungs-Tags ist rednzicrt, wenn (fie Symboie andnander in der 
Rdhenfolge der Schritt© gebunden sind: A, A-C, A-C-B. In diesem Fall sind nur so vide 
Identifizxerungs-Tags wie Monomere notwendig. Der Identifzzienings-Tag wird im 
wesentlichen in derselben Weise aufgebaut, wie die Peptide, urn die Au&dchmmg darQber 
zu eriialten, welches Monomer zugegeben wurde und in wdchem Addhionsschritt. 

Die Identifizienmgs-Tags davon identifizienen die jeweifige Monomerreaktion, die ein 
individuelies Mitglied der Bibliothek oder der feste Tr&ger durchlaufen hat und zeichnet den 
Schritt in der Synthesereihe au$ in dem das jeweifige Monomer zugegeben wurde. Die Tags 
k&nnen unmittdbar davor, wShrend oder nach der Monomerzugabe-Reaktion gebunden 
werden, wie es zweckm&Dig und kompatibd mit der Art des Identifizierungs-Tags, der 
Arten der Bindung und der Chenrie der Oligomersynthese ist Das Identifizierungs-Tag wird 
zugegeben, wenn die festen Trager, die einen spezifischen Monomeradditionsschritt 
durchlaufen haben, physikaltsch zusammen sind und so als eine Gruppe markiert werden 
k&nnen, d.h, vor dem n&chsten Schritt des Zusammenlegens. 

In einigen Fallen kann es selbstverstiindlich, wenn nur eine geringe Anzahl an Mono- 
merdnheiten dnes Oligomers variiert wird, kann es notwendig sein, nur diejenigen 



Monomere zu idenlifizieren, die unter den Ofigomeren variieren, wie worn man nur eurige 
Aminosauren in-emem Peptid variieren mochte. Bdspielsweise konnte man mir 3 bis 6 
Aminosauren in einem Peptid, das 6 bis 12 Aminosauren lang ist, variieren, Oder man 
mfichte nur 5 Aminosauren in Polypeptide!, die bis zu 50 Aminosauren lang sind, andern. 
Man kann die Sequenz jedes Peptids einzigartig identifizieren, indem man fflr jeden festen 
Trager ein Identifizierungs-Tag zur Verfugung stellt, das nur die Annnosauren, die in jeder 
Sequenz variiert sind, spezifiziert, was dem Fachmann leicht verstandfich ist In solchen 
Fallen kOnnen alle festen Trager in demselben ReaktionsgefaB Or die Zugabe gemeinsamer 
Monomereinheitfin verbleiben und konnen fur die Zugabe der unterscheidenden 
Monomeremheiten auf verscWedene Reaknonsgefatfe verteilt werden. 

Das Identifizierungs-Tag kann mit einem Oligomer uber eine Vtdfalt von Mechanismen, 
entweder direkt, flber ein verknQpfendes MoIekOl oder uber einen festen Trager, an dem das 
Oligomer synthetisiert wird, assozuert sein. Bd der letzteren Art kennte das Tag audi an 
einen weiteren festen Trager gebunden sein, der wiedenun an den festen Trager, an dem das 
Oligomer synthetisiert wird, gebunden ist 

IV. Arten von Identifizierungs-Tags 

Das Identifizierungs-Tag kann jedes erkennbare Merkmal sein, d.h. zura Beispiel mikro- 
skoptsoh untersoheidbar in Form, Gr5Be, Farbe, optischer Dichte, eta; unterschiedlicb beim 
Absorbieren oder Emittieren von Iicht; chemisch reakuV, magnetisch oder elektronisch 
codiert; oder in einer anderen Wetse mit der eribrderlichen Infbnnation klar markiert und 
bei einem Level von einem (oder wenigen) festen Tragern entschlOsselbar. In einer 
Ausfuhrungsfbrm betnhaltet jede Perie oder ein anderer fester Trager in der Bibliothek eine 
Vielzahl von Fluorophoren oder anderen Ucht-ansprechbaren Arten von Molekulen, deren 
spektrale Eigenschaften verandert werden kflnnen und daher zur Speicherung von 
Information verwendet werden kdnnen. In einer solchen Art betnhahet eine Perie eine 
Vielfalt von Fluorophoren, die jeweOs adektiv photobleichbar sind und so unfahig fur 
Fluoreszenz werden oder in der Fluoreszenz abnefamen. Wanrend jedes Kupplungsschritts 
wird die Perie bestrahit (oder nicbt), urn einen oder mehrer bestimmte Arten von Fluoro- 
phoren photozubleichen (oder nicht), womit die Identitfit des Monomers in dem syntheti- 
sterten Oligomer aufgezeichnet wird. Stehe Science 2S5: 1213 (6. Marz 1992). 

Man kann mikroskopisch identifizierbare Tags als kteine Perlen von erkennbar unter- 
schiedlichen GroBen, Formen oder Farben oder mh Strichcodes (bar codes) markiert, kon- 
struieren. Die Tags kdnnen „maschinenlesbare" Lununeszenzmarkierungen oder radioaktive 
Mariderungen sein. Der Identifizierungs-Tag kann auch eine codierbare molekulare Struktur 




sdn. Die Information kann in der Grifie (z.B. Linge ones Polymers) oder der 
Zusammensetzung des Molekflb codiert sein. Das beste Betspiet f&r die letztere Art von 
Tag ist one Nudeinsfciresequenz, d.h. UNA oder DNA, die aus natttrPchen oder modifi- 
zierten Basen zusammengesetzt ist, 

Synthetische Oligodesoxyribonudeotide sind inAesonders bevoizugte infbnnationstragende 
Identifizienings-Tags. Oligonucleotide sind dn natOrliches, hochdichtes Infomiaii- 
onsspdchennedhun. Die IdentitSt der Ait des Monomers und des Zugabeschritts wird ein- 
m einer kurzen Oligonudeottdsequenz codiert und beispidswetse an jede Peptidsyn- 
these-Perie angehfingt Wenn dne einzelne Peric durcfa Durchmusterung isoliert wird, zJB. 
filr Rezeptortrindung, kflnneo die gebundenen Oligonucleotide rait Verfehren, wie PGR, 
vervielfflltigt werden (sfehe PCR Protocols; A Ruife tP Methods Mid Appligatiftllft (kmis, 
M., Gelfand D., Sninsfcy, J, und White, T. 9 Academic Press, San Diego 1990) oder sie 
k&nnen nut anderen Nucleinsaure-Vervielfflltiguiigsverfeliren, wie die Ligase-Kettenreaktion 
oder das selbst-erhaltende Sequenz-Replikationssystem vervielfiltigt werden.. Das 
vervielf&ltigte Produkt kann einftch sequenziert oder anders identifiziert werden, urn die 
Identitat des Peptids an der Perle zu decodieren. Fur diesen Zweck kann man jede einer 
Vieifeh von Sequenzierungsmethoden verwenden, einschlieBlich das Sequenzieren mit 
Sequenz-spezifischer Sondenhybridisierung. 



Ahernativ karni die Information eher in der Ltoge als in der Sequenz, oder zusfitzlich zu der 
Sequenz des Oligonudeotids codiert sein* Wenn nur die Lfinge des Oligonucleotids 
venvendet wird, urn jede spezifische Monomerzugabe zu dem Oligomer darzustdlcn, dann 
kann die Identitat des Oligomers durch Vervielfehigen des Oligonucleotids decodiert wer- 
den, wie vorstehend beschrieben, und die Mariderungen werden Ober jede dner Vidzahl 
von GrOBentrennungsverfehren identifiziert, dnschlieBlich Polyacryiainidgdelektrophorese 
oder Kapillardektrophorese. 

Es gibt verschiedene Arten, in denen Oligonudeotide als Identifizierungs-Tags verwendet 
werden konnen. Die Oligonucleotide kOnnen vor, wahrend oder nach dem entsprechenden 
Oligomer-(zJ5. Peptid)-Syntheseschritt Base-bei-Base zusammengesetzt werden. In etnem 
Fait der Base-bd-Base-Synthese ist das Tag fflr jeden Schritt ein dnzdnes Nucleoid oder 
hdchstens sehr wenige Nucleotide (d.h. 2 bis 5)* Diese Strategic erhsfc die Rdhenfolge der 
Schritte in der linearen Anordnung der Oligonucleotid-Kette, die paralld mit dem Oligomer 
wachst. Urn die chemische Kompatibilit&t der parallden Syntheseschritte (z.B. Oligo- 
nudeotide und Peptide) zu erhalten, kann man die Standartt-Synthesechmien modifizieren. 



Elne Variation der Basen-bei-Basen-Zusamm«isetziing ist der Block-bd-Block-Ansatz. 
Codierte SStze "an Nuclcotiden CCodoos") von 5 his 10 oder raehr Basen werden als 
geschfltzte, aktivierte Bldcke zugegeben. Jeder Block trfigt die Information der Monomer- 
Art und die Reihen&lge der Zugabe reprasenuert die Reihenfolge der MDnomer-Zugabe- 
reaktion. Atoraativ kann der Block die Ougoraersynlhese-Schrittanzahl genauso wie die 
Information der Monomer-Art codieren. 

Man kann audi geschfltzte (oder ungeschotzte) Oligonucleotide mit Vervidfihlgungs- 
Primer-Steflen, Monomer-spezifischer Information und Rdhenftlge-der-2kigabe-lh&nna- 
tion anhangen, die von 10 bis 50 bis 150 Basen lang sind bei jedem Schritt. Am Ende einer 
Rrihe von n Oligomer-Syntbeseschritten gibe es n unterscfaiedlich codierte Satze an Oli- 
gOTucleotid-IderxtJfizierungs-Tags, die mit jeder Oligomersequenz assoztiert sind. Nach dem 
Identifizieren der Oligomere mit Uganden-Aktivftit werden die assoziierten Oligonudeotide 
mh PCR verwelfSltigt und sequenziert, urn die Identitat des Oligomers zu deccdieren. 

V. Bindun p der Id ^rffl»igMigg.Tagfg^ an das Oligomer 

Die Identifiaerungs-Tags kfinnen an chemisch reaktive Gruppen (zB. unxnaskierte Thiole 
oder Amine) an der Oberflache eines Synthesetrlgers gebunden sein, der fimktionalisiert ist, 
urn die Syntbese eines Oligomers und die Binding oder die Synthese der OUgonucleotid- 
Identifizierungs-Tags zu ennoglichen. Die Tags konnten auch an Monomere gebunden sein, 
die in einem geringen Anteil in die Oligomer-Ketten oder als caps in einer geringen Anzahl 
der Oligomer-Ketten oder als reaktive Stellen an den Iinkern, die die Oligomer-Ketten mit 
dem festen Trager verbinden, einverleibt sein. 

In einer Ausfuhrungsfbrm haben die festen Trager chemisch reaktive Gruppen, die unter 
Verwendung zwd verschiedener oder M orthogonaler" Arten von Schutzgruppen geschotzt 
sind. Die festen Trfiger werden dann einem ersten Mittel zum Entfemen der Schutzgruppe 
oder einem Aktivator ausgesetzt, wobei die erste Art von Schutzgruppe von beispidsweise 
den chemisch reaktiven Gruppen entfemt wird, die als Stellen fur die Oligomersynthese 
cfienen. Nach der Reaktion mit dem ersten Monomer werden die festen Trager dann einem 
zwehen Aktivator ausgesetzt, der die zweite Art von Schutzgruppen entfemt, wobei bti- 
spidsweise die chemisch reaktiven Gruppen fmgesetzt werden, die als Bindungsstellen fur 
das Identifizierungs-Tag dienen. Einer oder bdde Aktivatoren kfinnen in einer Lfisung sein, 
die mh den Tragern in Kontakt gebrachtwird. 

In einer anderen Ausfuhrungsfbrm kann der Linker, der das Oligomer und den festen Trager 
verbmdet, chemisch reaktive Gruppen haben, die mh der zwdten Ait von Schutzgruppe 



25 



geschutzt ist Nach der Reaktion nut dem ersten Monomer win! der feste Trtger, der dm 
Linker und das ^wachsende" Oligomer trfgt, einem zwdten Aktivator ausgcacfzf, der die 
zwdte Art von Schutzgruppe entfemt, wobea die Stelle, die das Ideatifi2aeruqgs-Tag dsrtskt 
an den Linker bindet, fidgesetzt wird, eher als <fie direkte Bindung an den festen Trflger. 

Falls Aktivatoren oder Mittel zum Entfernen der Schutzgruppe in das Verfahren zur Her- 
steflung der synthetischen Peptid-BMothek mit einer Viel&lt von verscfatedenen Mitglie- 
dem einverieibt werden, wobei jedes Mitglied einen festen Trfiger umftflt, an den eine 
unterschiedliche einzelne Pepddsequenz und ein Oligonucleotid-'IdentijSzierungs-Tag zum 
Identifizieren der Pepddsequenz gebunden ist, um&Bt das Verfehren: a) Verteilung der 
festen Trtger auf eine Vlelzahl von ReaktionsgefiBen; b) Umsetzen der festen Trfiger mit 
einer Losung in jedem Reaktionsge&B und sequenziefles Behanddn nut (I) einera ersten 
Aktivator, urn eine erste Art von Sdiutzgruppe von dem festen Trfiger zu entfernen, (2) 
einer ersten Aminosfiure oder einem Peptid, urn die AminosSure oder das Peptid an den 
festen Trager an den Stdlen, an denen die erste Art von Schutzgruppe entfemt wurde, zu 
kuppdn, (3) einem zwdten Aktivator, urn eine zwdte Art von Schutzgruppe von dem 
festen Trfiger zu entfernen, und (4) einem ersten Nudeotid- oder Oligonudeotid-Tag, urn 
das Tag an den Stellen, an denen die zwdte Art von Schutzgnippe entfemt wurde, zu 
kuppdn; c) Zusammenlegen der Trfiger; d) Auftdlen der zusammengelegten festen Trfiger 
auf eine Vidzahl von ReaktionsgefaBen, und e) Wiederholen des Schritts b), um due zwdte 
AminosSure oder ein Peptid und ein zwettes Nudeotid- oder Oligonudeotid-Tag an den 
festen Trfiger zu kuppdn, 

Wie vorstehend erwfihnt, kann die Erfindung auch in der Weise durchgef&hrt werden, in der 
es keben festen Trfiger gibt und das Tag direkt (oder fiber einen Linker) an das Oligomer 
gebunden ist, das synthetisiert wird. Die GrOfle und Zusammensetzung der Bibfiothek wird 
durch die Anzahl an Kupplungsschritten und die wahrend der Synthese verwendeten 
Monomere bestimmt Der Facfamann erkennt, daB entweder das Tag oder das Monomer in 
derjeweiligen Ausfilhrungsform zuerst gekuppdt werden kann. 

Eine wdtere mdgficfae Ausfiihrungsform ist die Verwendung von zwd festen TrSgern, wie 
Perien, die physikalisch verbunden sind, emersetts mit Synthesestdlen (oder Linkern) f&r die 
Oligomere und anderersdts mit Bindungsstellen (oder Linkera) fiir die Identifizierongs- 
Tags, Diese Anordnung erlaubt die Trennung von Oligomeren und Identifizierungs-Tags in 
diskrete „Zonen w und eriaubt die Verwendung stark unterschiedHch chemisch reaktiver 
Gnippen und Chemien fiir die Bindungen. Die festen Trfiger kOnnen separat derivatiaert 
sein und dann unter Bedingungen verknQpft setn, bd denen alle oder annfihernd alle festen 
Trfiger der Synthese einen Tag-Bindungs-fbsten Trfiger im Schlepptau haben. Die festen 
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Trtger kfinnen unterschiedliche GrOBen haben, wie beispidsweise cine groBe Syntheseperie 
mh einigen (oder vielen) daran gebundenen kldnerea Tag-Bindungs-Perien. In dner 
Ausf&hrungsform hat der erste feste Trtger mindestens eine daran gebundene Ammosfiure 
und der zwette feste Trtger mindestens ein daran gefcu mfcn fts Nucleoid 

5 

Die Art der Verknupfung der bdden Perien ist durch die Cbemie der Oligomenynthese 
beschrtnkt Das oflfenachtlichste Mittel der Verknupfung der Perien ist nut einem hetero- 
bifunktionden Vemetzungsndttd (Sir Beispide solcher Mittel siehe fj«^ JmpflinoTerii- 
tiAln pv Catalog and Handbook. Sehen E10-E18 (1991)), die mit den dommanten diemisch 
10 reaktiven Gnippen an jeder Speaaes des festen Trtgers wechsdwiricen. 

VL Codienen der I derrtifiziemngs-Tag-Information 

Die Wahl der Basen, die in einem Oligonucleotid-Identifizierungs-Tag venvendet werden, 
15 ist dun* die Chemie der Oligomersynlhese bestimmt Bdspielswdse wQrde die Verwen- 
dung einer starken SSure zur Entfemung der Schutzgruppen an den Peptiden die Nucldn- 
siuren depurinieren, Daher kdnnten, &IIs Standard-Cheraien £Dr die Peptidsynthese ange- 
wendet werden, die Pyrrolidine C und T in einem binSren Code verwendet werden. Somit 
ware in dner bevorzugten Aiisfthningsfonn das Identifizterungs-Tag eine OUgopyrirai- 
20 dinsequenz. 

In dner anderen Ausf&hiungsfbrm kann die LabHitfit der Purin-Nudeotide gegen Starke 
Sfiure dadurch Qberwunden werden, daB Purin-Nucleosidanaloga venvendet werden, wie 7- 
Deaza-2'-deoxyadenosin und 7-Deazar2'-deoxyguanosin (siehe Bair et at, Big TwftflWIweS 
25 £ 428-432 (1986) und Scheit, Nudeotide Analogs: Synthesis and Bioloricd Function. 
Sdten 64-65 John Wiley and Sons, New York). Die Veiwendung dieser oder anderer 
Analoga wiirde die Verwendung eines quaternfiren oder anderen, ira Gegensatz zu dnem 
bin&ren, Codierungsschema eriauben. 

30 Die Wiedergewinnung der Information aus den Oligonudeotid-Identifizicrungs-Tags ist 
Qber erne Vielzahl von EntschlOssdungsschemata mogUch, von denen zwd nachstefaend 
beschrieben dud. In demerstenist die Oligomersequenz-Infbrmation mindestens tdlwdse in 
der Lange des Oligonucleotids codieit ledes unterschiedliche Monomer, das bd einem 
bestimmten Schritt in dor OEgomersynthese zugegeben wurde, kann durch dn Oligo- 

35 nudeotid-Tag dnzigartiger L&nge repr&sentiert sdn. Das Oligonudeotid enthalt inhfirent 
VervielSItigungsstellen, wie PCR-Priming-Sequenzen, die charakteristisch f&r eine 
bestimmte Schrittzahl in der Oligomersynthese dnd. Die Bestimnumg der Oligomerai- 
sammensetzung bd dner bestimmten Position in der Sequenz bdnhaket dann die Vervid- 



fiftigung des Tags unter Verwendung der PCR-Primhig-Sequenz, did charakteristisch fib* 
den Schritt in der Synthese ist tznd GrtBentrenming der VervielMigungsprodukte unter 
Verwendung bekannter Verfthren, wie Get- oder Kapfflardektrophorese (unter Verwen- 
dung der getaggten Oligonucleotide als Standard). Diese Ausf&hnmgsforai ist insbesondere 
brauchbar, wenn es erwQnscht ist, eine Bibliothek von Verbinduqgen zu machen, (fie einer 
Lead-Sequenz verwandt sind Man muB nur wfihrend der Schritte taggen, in denen dne 
S telle synthetisiert wind, die analog ist 

Zusfitzlich zur Lfinge kann die Oligomersequenz*lnfi>rmation audi in der Sequenz der Basen 
codiert sein, die das Oligonudeotid-Tag um&Bt. Diese Art der Codieraqg ist nicht nur in 
der Ausfuhrungsform wertvoll, in der man ein unterschiedliches Oligonudeotid-Tag an 
jeden Kupphingsschritt binder sondem audi in der Ausf&hrungsfbrm, in der man ein 
Oligonudeotid bd jedem Kupplungsschritt verfangert Bdspidswdse kann man, wie in 
Figur 4 gezdgt, Oligonucleotide mit bis zu 100 Basen (oder etwas linger) verwenden, 
wobei jedes sieben Regionen hat, wie nachstehend beschrieben. 

Region 1 ist erne 3 '-POR-Priraer-SteBe (20 bis 25 Basen). Diese Stdle wird in Verbindung 
mit einer weheren PCR-Stdle (an dem S'-Ende des Oligonucleotids) verwendet, urn die 
Vervielfaltigung mit PGR zu starten. Andere Vervidfiltigungsmethoden kflrmen eben&lls 
verwendet werderu 

Region 2 ist eine „Schritt-spezifischef' DNA*Sequenzierungs-Pritner-Stdle (15-20 Basen). 
Diese SteDe ist ftr einen bestimmten numerierten Schritt in der Syntheserdhe spezifiscfa. 
Alle Oligonucleotide, die in einem bestimmten Schritt zu alien Perien zugegeben werden, 
haben diese Sequenz gemeinsam. Jeder numerierte Schritt hat eine hoch-spezxfische Primer* 
Stdle, die diesen Schritt reprasendert 

Region 3 ist ein Spacer (20-30 Basen). Ein Spacer-Segment mit variabler Lflnge, vorzugs- 
weise jedoch 20 bis 30 Basenpaare lang, pfaaert die codierende Stdle genOgend wdt ertt- 
fernt von der Sequermerxmgs-Primer-Stdle, um dn gutes ^Durchlesen" fiber die codieren- 
den Monomer* oder die Identifizienjngsregion zu eigebea 

Region 4 ist eine MonomeMdentifizierungsregion (8 Basra). Jede dieser Basen in diesem 
Strang reprasentiert dn Bit eines binarei Codes, wobd bdspidswdse T«0 und C=l. Jeder 
Satz an Schritt-spezifischen Identifizierongs-Tags bestdit aus 8 Basen nut dner 1(C) oder 
einer 0(T) an jeder der 8 Positionea Diese kSnnen als Schalter betrachtet werden, die auf 
„An" oder „AuS" bd verschiedenen Positionen gesetzt sind. Jede Monomer-Art ist durch dn 
Gemisch von 1 bis 8 dieser JSchalter" codiert 



Region 5 ist one Schrittanzahl-Bestfitigungsregion (4 Basen phis 2 Basen an jeder Sehe zur 
Regjommtendieidung). Vier Bits in diesem kurzen Abschnkt codieren die Schrittzahl. Dies 
1st redundant Sir den Sequenzienings-Primer, kann jedoch verwendet werden, um zu 
5 bestfln'gen, daB die richtigen Primer verwendet wurden und daB der richtige Schrht deco- 
diert wird. 

Region 6 ist eine Wiederholung der Identifiaerungsregion (8 Basen). Diese Region hat 
dieselbe Information viae Region 4 und wird verwendet. um die Monomer-Identitfit zu 
10 bestangen. Das Installieren dieser rweiten Monomer-codierenden Region erhflht aufierdem 
die Wahrschdnlichkeit, daB ein gutes Sequenz-JLeseri" erhaken wird. 

Region 7 ist eine S'-PCR-Primer-Stelle (20 bis 25 Basen). Diese SteUe dient als eine Stdle 
zum Anheften eines zweiten PCR-Primers zur Vervidfiltigung der Sequenz. Die Lange der 
is Oligonucleotide mit alien sieben dieser Merkmale, wobei einige optional sind, liegt 
gewdhnlich zwiscben 75 und 125 Basen. 

En 8-B'rt-Format kann 256 verschiedene Monomer-Artea codieren. Die Anzahl an 
Schritten, die codiert werden konnen, ist durch die Anzahl der Sduitt-spezifischen Satze (8 

20 pro Sate) der zur Verfugung stehenden Oligonucleotide bestimmt MK 10 Satzen (80 
Oligos) kann man bis zu 256 verschiedene Monomere codieren, die in die Oligomer? mit bis 
zu 10 EinheHen Lange zusamraengesetzt werden (somh wird eine Codierungsfahigkeit von 
bis zu 256 w ~l,2 x 10 2 * Oligomersequenzen zur Verfugung gesteQt). Die codierten 
Mentifizienings-Tags kdnnen so verwendet werden, daB jedes Monomer emer speziellen 

25 biniren Zahl zugeordnet ist (z.B. Ala-00000001, Gly=000001 10, etc.). Die geeigneten 
Oligonucleotide werden kombiniert, um den korrekten binaren Code zu ergeben. 

Vn Wiederpewinn en und Decodiaran derldentifirienings-TBg-InfbnnHtion 

30 Falls spezielle Perlen in einera Rezeptor-Durchrnusteningsexperiment isoliert werden, 
konnen die Perlen individuell nut einer Reihe von Mhteln getrennt werden,. einschfieBBch: 
infinite VerdQnnung (infinite dilution), MIkromanipulation oder vorzugsweise, fluoreszenz- 
aktiviertes Zell-sortieren (FACS), obwohl in bezug auf die voriiegende Erfindung FACS 
genauer „fluoreszenzaktiviertes Oligomer oder fester Trager Sortierungf ist (siehe Methods 

35 in Cell Biology. VoL 33 (Darzynkiewicz, Z. und Crissraan, H.A. eds., Academic Press); und 
• Dangl und Herzenberg, J Immunol Methods 52: 1-14 (1882). Wenn die erwtmschten 
Perlen isoliert worden sind, muB man das Tag idenufizieren, um die Sequenz des Oligomers 
an der Perle sicherzustellen. 



Urn die Tag-Identifodening zu erieicbtern, gibt es eine Vtdzahl an MSglichkeiten. Bei- 
spielsweise kflnnte man das Tag direkt von derPerie durcb Sequenzieren oder Hybridiaieren 
lesen, wenn das Tag an Oiigomicleotid ist Man kann die Oligonudeotid-Tags auch 
vervielfahigen, urn die Tag-Identifizierang zu erleichtcnL Die OKgonudeotid-Idciitifizie- 
rungs-Tags, die von einem einzeben festen TrSger oder Ofigomer getragen werden, k6nnen 
in vivo durch Klonen oder in vitro, rB. mit PCR vervielflltigt werdat Wenn die Grenze 
der Detelction in der GrflBenordnung von 100 Molekfllen Bcgt, dann wfiren mindestens 100 
oder raehr Kopien jedes Oiigonucleotid-Tags an dner Perie erfbrderlich. Kopien des Tags 
werden entweder als einzelstrgngige Oligonucleotide, doppelstrfingige NucleinsSuren oder 
Gemischen aus einzel- und doppelstringigen Nucieinsiuren nut einer Vielzahl von 
Verfehren hergestellt, von denen einige nachstehend beschrieben and und das vervielfiltigte 
Material wird sequenziert In der erfindungsgemfiflen Ansfiihniagsfonn, in der ein 
getrenntes und unterschiedliches Oiigonucleotid-Tag jedem Monoraer-Zugabeschritt zuge- 
geben wird Qm Gegensatz zum Verifingern eines bestehenden Tags in jedem Schritt), kann 
man alle Tags auf einmal vervielffcltigen und dann das vervieHSltigte Material in so viele 
verschiedene Sequenzieningsreaktionen teilen, wie Oligomersyntheseschritte durchgefiihrt 
wurden (durch Anwenden eines unterschiedlichen Sequenzienings-Primers furjede Art von 
Tag). In dieser Ausflihrungsfcnn kann man die Tags auch so aufbauen, daB jedes Tag 
getrennt von den anderen Tags durch die Auswahl geeigneter Primer-Sequenzen verviel- 
ftltigt werden kdnnte. Die Sequenzierungsreaktionen werden durchgefiihrt und auf einem 
Standard-Sequeorierungsge! Iaufen gelassen. Die OHgomersequenz wird von dem Code 
abgeleitet, der in der sich ergebenden Sequenzinformation aufgedeckt wird. 

Eine alternative Strategic ist die Verwendung von beik&nmlichen PCR-Priraern und her- 
kflmmlichen Sequenzierungs-Primern (die Sequenzierungs-Primer kdnnen soger komplett 
oder teflweise mh einer PCR-Primer-Stelle uberiappen) und der Schritt wird durch Hybri- 
disieren an Oligonucleodd-Sonden identifiziert, die komplementfir zu jeder Schritt-spezifi- 
schen Sequenz in den Oligonucleotiden von den Perlen sind. Ein einfacher Satz von 
Sequenzierungsreaktionen wird an alien vervielfiltigten Oligonucleotiden von dner ein- 
zebien Perie durchgefiihrt und die Reaktionsprodukte werden in einem einzelnen Satz von 
Spuren auf einem Gel laufen gelassen. Die Reaktionsprodukte werden sodann auf eine 
geeignete Hybridisierungsmembran transferriert und nit einer Einzelschritt-spezifischen 
Sonde hybridisiert; siehe Maniatis et at, Cold Spring Haibor Laboratories, Cold Spring 
Harbor, NY (1982). Nach der Detektion des sich ergebenden Signals wird die Sonde von 
do* Membran gewaschen und eine wehere Schritt-spezifische Sonde wird hybridisiert Man 
kdnnte auch das in EP-PS 237,362 und der PCT-Ver5fientlidiung Nr. 89/11584 
beschriebene Ver&hren veiwenden. 



Parallelc Hybricfisiening Befcrt erne Alternative zu der scquenzaellea Hybridisicnmg. Die 
Sequenaenmgsreaktionai werden in cine Anzahl von Aliquots aufgetcflt, die dcr Anzahl an 
Peptidsyntheseschritten gleich ist und in jeweils einem getrennten Satz Spuren auf dem 
Sequenzieiungsgel Iaufen gelassen. Nach dem Tiansferrieren der Reaktionsprodukte auf 
eine geeignete Membran wird die Membran zerschnitten, um die Sitae an Spuren zu tren- 
nen. Jeder Spuren-Satz wird dann mh einer Vidzahl von Schritt-spezifischen Oligo- 
nucleotid-Sonden hybridtsiert (siehe n Uniplex DNA sequencing 11 und ^Multiplex DNA 
sequencing'' in W«c Luminescen t Kitff PHMftltt Qtil&N Bedford, MA, 1990). 

Wie vorstehend erwfihnt, kann erne einzelne Synthase an einem festen Trager (oder an einer 
gebundenen Perie mit einera Tag oder in LOsung in einem „Napfchen") our einige 100 
Kopien jedes Oligonucleotid-Tags umfessen. Diese Tags kfinnen vevietfSltigt werden, zB. 
mh PCR oder anderen bekannten Mitteln, um ausreicliend genau zu sequenzierende DNA 
zu Iiefern. Die Fahigkeit, die Oligomere zu decodieren, hangt von der Anzahl von 
verfugbaren Oligonucleotid-Identifizderungs-Tags, dem Grad an Vervieifaltigung, der aus 
den verfugbaren Tags erreicht werden kann und der Genauigkeit der Sequenzierung dieser 
vervieifSltigten DNA ab. 

Die am haufigsten verwendete in W/rti-DNA-VervielfWt^ungsmethode ist PCR* Alternative 
Vervielfaltigungsmethoden beinhalten beispielsweise Nudeiiisauresequenz-basierende 
Vervieifaltigung (Compton, Nature 3S0 : 91-92 (1991)) und vervieffiiltigte Antisense-RNA 
(Van Gelder et al., Proe. Nat Acad. So. USA 85: 7652-7656 (1988)) und das selbst- 
erhaltende Sequeruxcplikatiorissystem (3SR, siehe Guatelii et al., proc, Natl. Acad, Spy 
USA 87: 1874-1878 (1990)). 

Wenn PCR-VemelfSltigung eines OBgonucleotid-Identifizienuigs-Tags angewendet wird, 
kann J»Ol-PToduktvemnremiginig" auftreten, was dadurch venirsacht ist, daB das Produkt 
einer PCR-Reaktion ein nachfolgendes PCR-Reaktionsgemisch verunreinigt, das dazu die- 
nen soil, andere Tags mit denselben PCR-Primer-Bindungsstellen zu vervielfiltigen. Man 
kann dieses Problem umgehen, indem Labilitat in die Produktsequenzen angefuhrt wird und 
nacfafblgende Reakdonen so behandeh werden, daB potentielle Verunreinigung, die aus 
fiuheren Reaktionen hmeingetragen wird, zerstort wird. Ein spezielles Bdspid dieser 
Strategic, fur die kommerzielle Kits von PECI und life Technologies verkauft werden, ist 
es, dUMP in das Produkt einzufuhren. Die Behandlung jeder neuen PCR-Reaktion nut 
Uracfl-N-glykosidase baut jede dU-enthaltende anwesende DNA ab und verhindert somit 
die Vervieifaltigung der Veamreinigung. Die Matrizen-DNA, die kein dU enthalt (nur dT) 



wird nicht beemfluflt. Selbstverstfindlich wird die Gfykosidase, bevor die Vervidft lrigimg 
begonnenwird, entfernt odermakriviert 

Einige der vorstehend fur die Peptidsynthese beschriebenen Tags haben die ungewdhnfiche 
Charakteristik, nur Pyrimidine zu enthaltea Das bedeutet, dafl die UracO-Giykosidase- 
Strategic (Perkin Elmer Cetus Instruments (FECI) Catalog. Alameda (1991)) nur an der 
Halfte der hergestdlten Strange fiinktionieren wird - nfimEch derjenigen, die T*s (oder ITs) 
enthaltea Man kann dUMP nicht in dm komplementirea nur-Purin-hakigen Strang 
einftlhren. Jedoch ist der Purinstrang sehr empfindlich gegenQber saurer Depurinierung und 
alkalisch-vennittelter Spaltung des RQckgrats. Die Kombination dieser Bebandhmgen kann 
die Probleme mit der Produktverunreinigtmg stark reduzieren. Ein anderer Ansatz, urn den 
Obertrag von Veninreinigung zu veriundern, bdnhahet die Einfiihrung einer 
Restriktionsstelle (Ear l kSnnte fUr Polypyriraidin-Tags venvendet werden) in das Oligo- 
nucleotid-Tag und Spaltung mit dem entsprechenden Restriktionsenzym vor der Verviel- 
Sltigung einer Reaktion, von der vennutet wird, dafi sie mit dem Tag kontaminlert ist. 
Dieses Verfahren funktioniert nur, wenn das zu vervielfeltigende Tag nicht von dem Enzym 
gespahen wird, wie es gew6hnlich bei emzelstrSngigen Oligonucleotid-Tags der Fall ist 

Zum Sequenzieren der vervielfiltigten DNA m6chte man gewOhnlich emzclstrangige 
Matxizen erzeugen. piese Erzeugung kann auf einige Arten erreicht werden. Ene dieser 
Arten ist unsymmetrische PCR, wobd ein CfberschuB an einem Primer verwendet wird, urn 
einen Strang bis zu einem Grad von 10- bis lOOmal mehr zu vervidffltigen als den anderen 
(siehe zB, US-PS 5,066,584). Ein wdteres Mittel, eine einzelstrtngige Matrize zu liefern, 
ist es, einen der Primer zu biotinyiieren und den sich ergebenden Strang zu rcinigen oder mit 
Adsorption an immobilisiertes Streptavidin zu entfernen (Pierce Immuno technology Catalog 
a nd ffandbpok. 1991). Nodi ein anderes Mittel beinhaltet die Erzeugung von RNA- 
Transkripten (nur einen der Str&nge reprgserrtierend) von einem RNA-Polymerase- 
Promoter und Sequenzieren der Transkripte mit rcverser Transkriptase (Sommer et al, 
Kapitd 25, in PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, supra) . Wenn die 
Tags nur aus Pyrimidin-Nucleotiden zusammengesetzt sind, kSxmen dann alle PurinstrSnge 
mit S&ure~/Basebehandlung eliminiert werden, wobei der Pyrimidinstrang filr das 
Sequenzieren Qbrigbleibt 

Die Verwendung von getrennten Sequenzierungs-Primern flkr jedes Schritt-spe&fische 
Oligonucleotid erfordert eine getrennte, herkfimmliche Sequenaerungsreaktion filr jeden 
Schritt-spezifischen Primer, Die Verwendung von Primern, (fie unterschiedlich maridert 
sind, wflrde es eriauben, die Identifizierungs-Tags von einem einzdnen festen Triger in 
einer einzelnen Reaktion zu sequenzieren und in einem einzdnen Spurensatz (2 Spuren) auf 



emem Gel laufen zu lassen. Es gibt jetzt kommerziril erfaflltliche Prima; die mh unter- 
schetdbaren Fluorophoren markiert sind und fib* diese Zweck geeignei sand (ABI Catalog). 
Es k&mien auch Sfitze von ChemUimuneszenzmaririenmgen, die heute k omi nemdl erhfllt- 
K<* «mif vm^riflt warden (Bronstem ct aL. BioTechnioucs 8: 310-314 f!990tt. 

Erfindungsgemfifl verwendbare DNA-Sequeiudemngsenzyme beinhalten Taq-DNA-Poly- 
merase, E.roli- DNA-Polvmerase I (oder Ktenow-Fragment), 17-Polyinerase; Sequenase™ 
und Sequenase II™ (modi&derte T7-DNA-PolymerasenX B&-DNA-Polymerase und 
reverse Transkriptase (von AMV, MMLV, RSV, etc., siehe USB Enzymes for DNA Se- 
quencing. U.S. Biochemical Corp., 1991, Cleveland, OH). 

Die Sequenz eines OHgonucieotid-Tags kann auch mit Hohe-Genauigkdt-DNA-Hybridi- 
sierungstechniken identifiziert werdeit In diesem Fall k6nnen immobilisierte Polyxner- 
synthesen in sehr grofiem MaBstab mh Oligonucleotiden verwendbar 8ein (siehe PCT- 
Patentverdffentlichungen Nr. 92/10587 und 92/10588). 

VIH. Durehmustern nach Rezentoren mit svnthctischen Ofigomer-Bibliothekea 

Die erfindungsgemfiSen getaggten synthetischen Oligomer-Bibliotheken haben eine wehe 
Vielzahl an Verwendungen. Beispielsweise kdnnen diese Bibliotheken verwendet werden, 
urn Peptid- und Nuclemsfturesequenzen zu bestiramen, die an Proteine binden, bdm Auf- 
finden von Sequenz-spezifisch bindenden Arzneimitteln, zum Identifizieren von Epitopen, 
die von AntikSrpern erkannt werden und zum Bewerten einer Vielzahl von Arzneimittdn 
ftlr Himsche und diagnostische Anwendungen und Kombinationen des vorstehend 
genanntea Beispielsweise kfinnten Peptide, die nur etwa 5 AminosSurcn lang and, in 
Rezeptor-Bindungsstudien verwendbar sein. 

Synthetische Oligomere, die an kleinen Perfen angebracht and, kOnnten auf die FfiHgkeit, 
an einen Rezeptor zu binden, durchmustert werden. Der Rezeptor kann nut der Bibliothek 
aus synthetischen Oligmeren in Kontakt gebracht werden, unter Ausbildung eines gebun- 
denen Mhglieds zwischen einem Rezeptor und don Oligomer, das in der Lage ist, an den 
Rezeptor zu binden. Das gebundene Mitglied kann daim identifiziert werden. Als an Bei- 
spiel kdnnte der Rezeptor ein Immunoglobulin sein. 

Verfahren zur Selektion der indfYidueOen Perien, die liganden an deren Oberflftche zdgen, 
sind analog zu FACS-Verfahren zum Klonen von Siugetierzellen, (fie Ze&ober- 
flfichenantigene oder Rezeptoren exprimieren. Daher sind Verfahren zum Selekiierea und 
Sorderen der Perlen dem Fachmann auf dem Gebiet des Zdlensortierens oflensichtlich. 
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Bdspidswdse kann ein Rezeptor mh einem Fluoreszenz-Tag maririert werden und dann mtt 
dem Geraisch aus Perien mit gebundenen Oligomeren inkubiert werdea Nach dem 
Abwaschen von ungebundenen oder nicht spezifisch gebundenen Rezeptoren kann man 
FACS verwenden, tun die Perien zu sortieren und zu identifizieren und physikalisch indi- 
viduelle Perien mit hoher Fluoreszenz zu isofierea. 

Akernativ konnen AfiSnitatsadsoiptionsverfahren in Verbtndung mzt den erfinduqg^exnfifien 
Bifaliotheken angewendet werden. Das Genrisch aus Perien kann etner OberSSche ausgesetzt 
werden, auf der ein Rezeptor inunobilisiert wurde (siehe PCT-PatartverOflEentHchung Nr. 
91/07087). Nach dem Waschen und Entfemen der ungebundenen Perien kann man dann auf 
der Oberfl&che gebundene Perien duieren unter Verwendung von Bedingungen, die die 
Starke der Oligomer/Rezeptor-Wechselwiricung rnindern (niediiger pH, bdspidswdse). Das 
Verfehren der Affinitatsadsorption kann mit den duierten Perien wiederholt werden, falls es 
erwttnscht ist Zum SchluB werden die Perien physikalisch getrennt nut bdspidswdse 
begrenzter VerdQnnung, mit FACS oder mit Verfehren, die denjenigen ahnlich sind, in 
denen Zellen mit einem Rezeptor inkubiert werden, der an kleine superparamagnetische 
Perien gekuppdt ist und dann werden Zellen, die einen Liganden &r den Rezeptor 
exprimieren, unter Verwendung von Hochldstungsmagneten extrahiert (siehe Miltenyi et 
al, Cvtometerv II : 231-238 (1990)). Magnedsch selektierte ZeHen k&nnen dann weiter 
analysiert und sortiert werden unter Verwendung von FACS. Radionudeotide kfinnen audi 
dazu dienen, einen Rezeptor zu marlderen. 

Alternativ kann die voriiegende Erfindung dazu verwendet werden, Bibliotheken von las- 
lichen getaggten Oligomeren zu erzeugen, die in dner Vidzahl von Durchmusterungsver- 
fehren verwenden werden kdnnen. Bdspidswdse kann die Oligomer-BibBothek an Perien 
mh einem Identifizierungs-Tag syntherisiert werden, das die Oligomersequenz codiert Die 
mikroskopischen Perien werden dann in dnzdne Berdcbe oder Nfipfchen eingebracht, die in 
einem Silikon oder dner anderen gedgneten Oberfl fche ^nanohei^gestdl^ wurden. Die 
Oligomere werden dann von den Perien abgespdten und Mdben mh der Perie und den 
daran gebundenen Identifizierungs-Tag($) in dem Berdch enthaltesu In dner Ausftlhrungs- 
form ist die BodenoberflSche mit einem Rezeptor fiberzogen. Nach der Zugabe des 
Bindungspuffers und eines bekannten Liganden f&r dm Rezeptor, der FIuorcszenz~maridert 
ist, hat man wirksam ein Ldsungsphasen-Konkurrenznachweis f&r neue Liganden filr den 
Rezeptor. Die Bindung des Fhioreszenz-ntariderten Liganden an den Rezeptor wird mit 
konfbkaler AbbQdung der Monoschicht des immobilisierten Rezeptors besttmmt Die 
Napfchen mh erhohter Huoreszenz an der Rezeptoroberflache zeigen an, daB das abgddste 
Oligomer mh dem rnarkierten Liganden konkurriert Die Perien oder das Tag in den N&pf- 
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chen, die Konkurrenz zeigen, werden wiedergewonnen und das Oligonucleotid-Tag wild 
vervidf&Higt und sequenziert, um die Sequenz des Oligomers aufoidecken. 

Die Perlen werden in die N&pfchen verbracht, mdem man sie in einem Volumen eines 
5 BeJadungspufiers dispergiert, das aiisrwchend ist, um einen Durehschnht von einer Perie 
pro Napfchen zu Befern. In einer Ausfflhrungsfbrm wird die LOsung der Perlen in ein 
Reservoir oberhalb der Napfchen gebracht und die Perlen werden in den Nlpfchen absitzen 
gelassen. Die Spaltung des Oligomers von den Perlen kann unter Verwendung von 
chemisefaen oder thennalen Systemen erreickt werden, jedoch ist ein Photo-spahbares 
10 System bevorzugt 

Die Wiedergewinnung der Identifiaerungs-getaggten Perlen von den posmven Napfchen 
kann durch ein Mikromanipulator-Herauspicken der einzefaien Perlen bewirkt werden. En 
bevorzugtes Verfehren beinhaltet jedoch die Verwendung von Perlen, die vorher mit einem 
15 Fluoreszenz-Tag raaridert wurden. Ein Laser rah einer geeigneten WeUenlange wird sodana 
verwendet, um die Perlen in nur den posMven Napfchen zu bleicnen. AHe Perlen werden 
dann en masse entfernt und mh FACS sortiert, um die gebleichten PosHiven zu 
identifizieren. Die assoziierten Tags kflnnen dann verviettaltigt und decodiert werden. 

20 In einer Variation dieses Nachweises konnen das Oligomer und das Tag, die an einem her- 
kOmmlichen Linker hangen, synthetisiert werden, der wiederum an den fcsten Trtger 
gebunden ist Nach dem Verbringen der Perlen in die Napfchen, kann man den Linker von 
der Perie spahen, wobei ein getaggtes Oligomer in Losing hergestellt wird. En immobili- 
sierter Rezeptor, wie ein Rezeptor, der an erne Perie gebunden ist oder ein Rezeptor, der 

25 auf einer Oberfl&che des Nipfchens immobilisiert ist, kann in einem Konkurrenznachwets 
mh dem Oligomer und einem Fluoreszenz-markierten Iiganden durchmustert werden. Start 
der Wiedergewinnung der Perlen kann man die Perlen mit den immobQisierten Rezeptoren 
wiedergewinnen und die Perlen unter Verwendung von FACS sortieren, um die Poshiven zu 
identifizieren (abnehmende Fluoreszenz, die von der Konkurrenz des Bibliotheks-Oligomers 

30 mit dem markierten Liganden verursacht ist) oder man kann die Fluoreszenz bestimmen, die 
von der Napfchenoberflache emhiert wird, die mh dem Rezeptor beschichtet ist Das 
assoziierte Identifizierungs-Tag kann dann vervielflltigt und decodiert werden. 

In einer dritten Variation dieses Ansatzes werden I6sliche getaggte Oligomere, die entweder 
35 durch Spaltung des verknupften Oligomers und Tags von dem fissten Trfiger wie vorstehend 
beschrieben hergestellt wurden oder mit dem VLS1PS™-Verfiuiren, wie vorstehend 
beschrieben, synthetisiert wurden oder in Losung ohne einen festen Triger synthetisiert 
warden, mit einem immobilisierten Rezeptor inkubiert werden. Nach einem Waschschritt 



werden die gebundenen, getaggten Oligomere von dem Rezeptor dutch zJB. Sfiure- 
behandlung freigcsetzt Die Tags an den gebundenen Otigomercn werden vervielfiltigt und 
decodiert 

DC Ein automatisiertes Instrument zur Svnthcse und Martienmg von OEgomecen 

Die Kupplungsschritte fUr einige Monomer-Sfitze (z.B. AminosSuren) erfbixiern eine lange 
Inkubationszeit und ein System zum parallden Durchf&hren vieler monomerer Additionen 
ist wfinschenswert Das kann mh einera automatisierten Instrument erreicht werden, das in 
der Lage ist; 50 bis 100 parallde Reaktionen (Kanfile) durchzuftitoen. Solch eta Instrument 
ist in der Lage, das Reaktionsgemiscb oder -aufschlfimmung der festen Trflger fllr die 
Synthese zu verteilen, unter programmierbarer Kontrolle, auf die verschiedenen Kanile zum 
Zusammenlegen, Mischen und Wiederverteflea 

Vier Installationen, die typisch fur Peptid-Synthesizer and, sind erforderiicher, mit einer 
groflen Anzahl an Reservoirs fur die DiversitSt der Monomers und die Anzahl an Tags (bis 
zu 80 Sir eine 10-Schritt-Sycthese in einer Ausfflhningsfonn). Die Flhifgceit, das Tag zu 
verteilen, wird einfache Anweisungen in ein ricbtiges Geniisch aus Tags flbersetzen und 
dieses Gemisch verteilen. Monomer-AufbaublScke werden auch vertdlt, wie erwQnscht, als 
spezielle Gemische. ReaktionsschGtteln, Temperatur- und Zeitkontrolle kflimen zur 
Verf&gung gestellt werden. Ein geeignet ausgdegtes Instrument kann auch als ein Multi- 
Kanal-Peptid-Synthesizer dienen, der in der Lage ist, 1 bis SO mgs (rob) von bis zu 100 
spezifischen Peptiden &r die Zwecke des Nachwdses herzustellen; siehe PCT-Patentver- 
Sfientlichung 91/17823. 

BEISPIEL I. SYNTHESE AN GLASPERLEN VON 4 FLUORESZENZW3ETAGGTEN 
PENTAPEPTIDEN 

A. Pmvftt&enmg d$r Gf^perlcn 

Etwa 0,5 g Silikaperlen (Polyscience) mit einera Durchmesser von 3-10 \im wurden durch 
Refluxieren in 10%iger wftQriger HNO3 fiir 20 Minuten gewaschen. Die Perlen wurden 
pelletiert und mit destilliertem Wasser (Sx) und Methanol (3x) gewaschen und daim bd 
125°C fur 12 Stunden getrocknet Die Perien wurden nut einer 5% Lasting von Amino- 
propyltriethoxysilan in Aceton fiir 10 Stunden gevortexed, peOetiert und dann nut Aceton 
(2x), Ethanol (Sx) und Methylenchlorid (2x) gewaschen und bd 125°C fllr 45 Minuten 
getrocknet. Die Perien wurden in trockenem DMF (1 ml) mit Diisopropylethylarain (17 
100 fiMol) suspendiert und dne Ldsung aus Fmoc-b-AIanin, Pentafiuorphenylester (200 



rag, 420 uMol, Peninsula Labs) in desrilliertem Wasser (1,5 ml) wurde zugegeben. Nacfa 
oner llstundigen Vortex-Behandhmg wurdea die Perien peDetiert und mh DMF (3x) und 
Methyienchlorid (2x) gewaschen. Die Perien wurden mh einer 10% Losung von Essig- 
saureanhydrid in DMF mh 0,05 Mol 4-Diffletfayianmoi^din bebandett, urn jegSche 
underfvatisierten Aminopropylgruppeu zu schfltzen (cap) und daim wurde mil DMF (2x) 
und Methyienchlorid (2x) gewaschen. Die Perien wurden in einer 20% Ldsung von Piperi- 
din in DMF gevottexed und dann die Freigabe des Fraoo-Piperidin-Addukts durch Ober- 
wachen des Absorbtionsspektrums des Oberstands be* 302 nm (ejo = 7800 M" 1 cm* 1 ) qoan- 
tifiziert Eine Schatzung des Grades an Substitution von 10 uMol von Arninogruppen/g 
Perien wurde so erhahen. Am Ende wurden die Perien mh Methanol (5x) und Methylen- 
chiorid (2x) gewaschen und dann bei 85°C flu* 12 Stunden getrocknet. 

B. Herstellung vo n Boc-av-L-Phe-L-Leu-OH 

Giycyi-L-Phenylalanyl-L-leucin (552 mg, 1,5 mMol, Bachem) wurde in einer Losung, die 
destilliertes Wasser (10 ml) und I M NaOH (1,5 ml) enthSIt, getost Die Losung wurde in 
dnera Esbad gektthlt und wurde mit einer Losung von Di-tert.-butylpyrocarbonat (337 mg, 
1,5 mMol) in p-Dioxan (12 ml) behandek. En weifles Prlztphat wurde schnell gebOdet, das 
sichjedoch nach 4 Stunden Ruhren bei Raumtemperatur wieder aufgeldst hat Die Losung 
wurde in vacuo zur Trockne konzentriert, der Rest wurde in Wasser (5 ml) aufgenommen 
und der pH wurde auf 2,5 durch Zugabe von 1 M KHSO« eingestellt Die wEfirige 
Suspension wurde mh EtOAc (2x, 15 ml) extrahiert, die organische Schicht abgetrennt und 
fiber MgSO* getrocknet. Nach dem Entfemen des Losungsmittek jjn vacuo wurde der Rest 
mh Hexan verrieben. Man erhaJt Boc-Gly-L-Phe-L-Leu-OH als weiflen Feststoff (Ausbeute 
«642mg,98°/o). 

C. Heratellunc vo n Glv-L-Phe-L-Leu-Perien 

Boo-Gry-L-Phe-L-Leu-OH (44 mg, 0,1 mMol), Benzotriazol- 1 -yloxytris^dimethylamino)- 
phosphonhimhexafluorophosphat (44 rag, 0,1 mMol) und 1-HydroxybenzotriazoIhvdrat (14 
mg, 0,14 mMol) wurden in trockenem DMF (1 ml) gelost Diisopropylethylairin (20 pi 
0,115 mMol) wurden sodann zugesetzt und 0,65 ml dieser Losung wurden sofbrt in ein 
Mikrozentrifugenrohrchen transferriert, das 80 mg der Amino-derivatisierten Glasperien 
enthalt Das versiegelte Rfihrchen wurde 3,5 Stunden gevortexed und sodann wurden die 
Perien pelletiert und nut DMF (3x) und Methyienchlorid (2x) gewaschen. Die Schutz- 
gruppen wurden sodann von den Perien nut einer 50% Losung von Trifiuoressigsaure in 
Methyienchlorid fur 30 Minuten entfemt, mh Methyienchlorid (2x), Ethanol (2x) und 
Methyienchlorid (2x) gewaschen und bei S5°C fur 1 Stunde getrocknet 



a Hfcnrtellung von Gfr^v-L-Phe-L-Leu-Perien (SEP ID NOrlP) 



Fmoc^^canp^teft^mphenyteste- (46 nig, 0,1 mMoQ wurden in trockenem DMF (1 ml) 
gelflst, das Diisopropylethylamin (17 \d, 0,1 mMol) enthaft. Etwa 0,65 ml dieser LOsung 
wurden zxx 20 mg von dy-L-Phe-L-Lcu-Pericn in einem Mikrozentri&genrdhrchen gegeben 
und das ROhrchen wurde 3 Stunden gevortexed Die Pcrlcn wurden pelletiert und mit DMF 
(4x) und Methylenchlorid (2x) gewaschen. Das Entfemen der Schutzgruppe wurde durch 
Behandlung mit einer 20% Ldsung von Piperidin in DMF f&r 30 Minuten bewirkt. Die 
Perlen wurden mit DMF (2x), Ethanol (2x) und Methytenchlorid (2x) gewaschen und bei 
60°C fiir 4 Stunden getrocknet 

E. Herstellung von I^PnvGIv-L-Phe^L-Leu-Perlen fSEO ID N0;in 

Fmoc-L-Prolinpentafluorophenylester (SO mg, 0,1 mMol) wunlen in trockenem DMF (1 ml) 
gelfist, das Diisopropylethylamin (17 fil, 0,1 mMol) enthait, Etwa 0,65 ml dieser LOsung 
wurden zu 20 mg von Gty-L-Phe-L-Leu-Perien in einem MikrozentrifugenrShrchen 
zugesetzt und das ROhrchen wurde 3 Stunden gevortexed. Die Perien wurden pelletiert und 
mit DMF (4x) und Methylenchlorid (2x) gewaschen. Das Entfemen der Schutzgruppe 
wurde durch Behandlung mit einer 20% LOsung Piperidin in DMF f&r 30 Minuten bewirkt. 
Die Perien wurden mh DMF (2x), Ethanol (2x) und Methylenchlorid (2x) gewaschen und 
bei 60°C fur 4 Stunden getrocknet 

F. Fluoreszin-Farben der GIv-Glv^Phe-L-I^Perlen 

Etwa 5,4 mg von Giy-Gly-L-Phe-L-Leu-Perien wurden in 450 jil waBrigem Boratpuffer 
(pH 8,5) suspendiert und 54 \il einer lOfiM LOsung Fluoreszinisothiocyanat (FITC) wurden 
zugegeben. Nach einer l,5stundigen Vortex-Behandlung wurden die Perien mit Puffer (Sx\ 
Ethanol (2x) und Methylenchlorid (2x) gewaschen. F ACS- Analyse zeigt an, dafi ca. 10% 
der verftigbaren Aminogruppen mh FITC titriert wurden. 

G. Co-Kupoeln von L-Tvrosin und Biotin zu einem Gemisch von L4>ro^lv-L4>hc-L- 

5 mg der FTTC-mariderten Gly-Gly-L-Phe^L-Leu-Perlen und 5 mg L-Pro-Gfy-L-Phe-L- 
Leu-Perlen wurden in dnem einzelnen Rohrchea geraischt, mit einer 0,1 mM LOsung von 
Diisopropylethylamin in Methylenchlorid gevortexed und die Suspension wurde in zwei 
gleichgroBe Teile aufgeteilt. Die Perien wurden pelletiert und ein Teil wurde oner LOsung 
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mil Fmoc^Mert^tyl-l^tyrosmpentafluorophfinylester (59 mg, 95 pMofc N-Hydroxy- 
sucdnimidobiotin (1,7 mg, 5 uMol) und Diisopropylethjdaniin (17 ul, 100 uMbO in 
trockenem DMF (1 ml) zugesetzt Nach Vortexen fflr 3 Stundea wurden die Perien mit 
^TlWfem Wasser (2x), Ethanol (2x), Methylenchlorid (2x) und DMF (lx) gewaschen. 
Das Entfernen der Fraoc-Sdiut^nippc wurde dutch Behandhmg nut dner 20%-LOsung 
von Piperidin in DMF fiir 30 Minuten bewirkt und die tert-Butyi-SefterdcettenscJititz- 
gruppen wurden durdi Behandhmg mit 25% Trifluoressigsaure in Methytachlorid fir 30 
Minuten entfernt Die pelletierten Perien wurden nit Methylenchlorid (2x), Ethanol (2x) 
und TBS (lx) gewaschen. 

H tt-Phvc 0 aTvthrin.l?arfa e n von WotinvBerten T^Tvr-/fflv/L-ProVGiv-L-Phe-L-LeU- 
Perlen fGemisch mis SEP ID NO - 12 und SEP ID NO:I31 

Biotinylierte L-Tyrosin-Perlen aus dem vorstehenden (G) wurden in TBS (0,5 ml) suspen- 
diert und mit 10 ul R-Phycoerythra>Avidinkonjugat (Molecular Probes) filr 30 Minuten 
behandelL Die pelletierten Perlen wurden mit TBS (5x) gewaschen. 

L rtyJCunpeln vo n Timlin und Bintin ai rinem Gemiach von L-Pro-Giv-L-Phe-LrUu 
, , p ri PTTr-mnricierten Gr v ^v-T^Phe-IJ^Perlen fGemisch aus SEP ID NO;15 und 

SEQipyQ;H) 

5 mg eines Gemisches aus L-Pro-Gly-L-Phe-L-Leu und FTTC-markierten Qy-Gly-L-Phe-L- 
Leu-Perlen wurden mit dner Losung behandelt, die Fmoc-L-Prolmpentafluorophenylester 
(48 mg, 95 uMol), N-Hvo^xwysuwaninuo^biotin (1,7 mg, 5 uMoi) und Diisopropyi- 
ethylamin (17 ul, 100 uMol) in trockenem DMF (1 ml) enthaU Nach 3stQndiger Vortex- 
Behandlung wurden die Perlen mit DMF (2x\ Ethanol (2x\ Methylenchlorid (2x) und DMF 
(lx) gewaschen. Das Entfernen der Fmoc-S chutzgruppe wurde durch Behandhmg mit einer 
20% Losung von Piperidin in DMF fir 30 Minuten bewirkt und die Perien wurden unter 
Kontrolle mit 25% Trifluoressigsiure in Methylenchlorid tur 30 Minuten behandelt. Die 
pelletierten Perien wurden mit Methylenchlorid (2x), Ethanol (2x) und TBS (lx) 
gewaschen. 

J. Tri-Color-Ffirben von biotinvlierten L-Pro-fGtv/T -■pmVGtv-T^Phe-I^Leu-Perien 

Biotinylierte L-Prolin-Perlen aus vorstehendem CO wurden in TBS (0,5 ml) suspendiert und 
mit 20 ul Tri-Color Streptavidin-Konjugat (Caftag-Labs) ftr 30 Minuten behandelt Die 
pelletierten Perien wurden mit TBS (5x) gewaschen. 
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K Selection der Perien. die Pen ttd-Lipmden f&r den monoklonaien AmftOmerJE? 
enthalten 

Der raonoldonale Antikflrper 3E7 wurde gegen das opioide Peptid Betaendorphin bergo- 
5 stellt Die Bindungsspezifitfit von MAb 3E7 wurde durch LOsnngsnachwebe mh chemisch 
synthetisierten Peptiden gut charakterisiert Die (Heicfagcwtchtsbin^^ (Kd) 
der hier betrachteten Peptide sind wie nachstebend: YGGFL ist 6,6 nM und YPGFL, 
PPGFL und PGGFL and jeweils >1 xtM Somit zeigt nur das Peptid YGGFL meridiche 
Affinitflt fQr den Antikdrper. 

10 

Ein Gemisch aus Perien, die entweder YGGFL, YPGFL, PGGFL oder PPGFL und ihre 
jewetUgen Tags enthalten (siehe oben) wurden in einer Phosphat-gepuflferten SalzlOsung 
(PBS) zugegeben, die den monoklonaien Antikftrper 3E7 enthfilt, der vorher xnit kolloidalen 
superparamagnetischen Mikroperlen (Miltenyi Biotec, Westdeutschland) konjugiert wurden. 

15 Nach einer 16stQndigen Inkubation bei 4°C wurden die Perien, die den 3E7-Antik8rper 
gebunden batten, selekrfert, unter Venvendung ernes hochstarken Magneten* Die 
selektierten Perien wurden dann mit FluBcytometrie anafyriert Die Analyse der selektierten 
Perien zeigte, daO sie sowobi Fluoreszin als auch R-Phycoerythrin cnthahen, was andeutet, 
daB nur Perien, die das Peptid YGGFL aufweisen, von dem 3E7-Anlik8rper selektiert 

20 werden. 

BEISPIEL 2: SYNTHESE AN GLASPERLEN VON 4 PENTAPEPTTDEN, DIE MTT 
OIJGONUCLEOTID-IDENTIFIZIERERN GETAGGT SIND 

25 A. Svnthese vpn Identifizjenm ffr-OKgonudeotidm (IWIV1 

Die Oligonucleotid-Identifizierungs-Tags (tyQV) haben die nachstebend gezeigten 
Sequenzen. Die zu den 5 1 - und S'-PCR-Primcrn komplementSrcn Regionen rind unter- 
strichen. Die zu den Schritt-spezifischen Sequenztenings-Primern komplementaren Regio- 
30 nen rind in Kleinbuchstaben gezeigt: es gibt zwei Schritte in diesem Bdspiel. Die Monomer- 
codierende Region ist in Fettdwck gezeigt: CT? codiert Giy, TCT« codiert L-Pro und 
TTCT3 codiert L-Tyr in diesem FalL Somit codieren die Oligos (SyQV) jeweils f&r Gly in 
Position 2, L~Pro in Position 2, L-Tyr in Position 1 und L-Pn> in Position L 
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iTicn Ti Tnciciceaciei CT 

c^CTCTTCTCTCT^ (SEQIDNOl) 



(ID 5--BiB2orrrCTTCCTCTCCC^^ A 1 1 iTCTC 

Cl ' llLl 1 1 11 ALXC ICCLlLlUlULlLrCI CdxRtULUX tttc 

r^cnTTcerrTrrrr^L k_i i icc -y (seqidnos) 



(HD er-RiBZ^-rrir-Tircrcir^ 1 jj JU CCTCTTR-i 1 1 a icic 
ci 1 1 1 ci i 1 1 ici xricccTcicrccxcrcrc tuiLt i iicccc tct 

^^TrTTYTr-n-it.lLilLlltC&y (SEQ ID N03) 

(IV) T IT 1 F» ^-rr^rrrrrrrrrrTT^ 1 1 1 UCTC 

Cll 111 1 1 1 1 lC T C TCCCTCTCianCTCTC t clu;aiUxcctct 
^ ^rrrrrccrc n ' n IU1U1 1 1C * (SEQIDNO:4) 

wobd: B 1 = p-Malrimido^H^CTz)r<X0)NH^CH 2 )^P0 2 -O-, und B 2 - C®r 
CH[(CHj)4-NH-Biotm]-CH2-0-PO2-O-. 

Die Oligos (I>(rV) warden an einem ABIrPCR-verkuppelten Synthesizer (ABI PCR-mate 
synthesizer) unter Verwendung von kommerzieU erhaltfichen (Sigma) DMT-O-Me-Phos- 
phoramiditen synthetisiert. Die N^-Aminogruppe von Cytidin ist als Benzoyiderivat 
geschutzt Die 5'-terminalen (Bl) und die vorletzten (B2) Phosphoraraidhe and jeweils N- 
MMT-CVAminoModifier (donetech) und Biotin-Phosphoramidit (Gien Research) filr jedes 
OEgonudeotid. Die voilsttodig geschutzten O-Methylphosphorotriester-Oligomexe werden 
von dem CPG-Trftger durch Behandtung rah konzentrierter NH«OH bet 25°C filr 1 Stunde 
gespalten. Die rohen Produkte werden durch Affinhatachromatographie an einer 
monomeren Avidin-Agarosesaule (Pierce) gereirogt und das Materiel mit der vollen Lange 
wird mh 2 mM Biotln eluiert. Die 5'-MMT-Gruppe wird durch Behandlung mit 80% 
Essigsaure fur 1 Stunde bei 25°C entfernt und die Lfisung wird zur Trockne etngedampft. 
Die Produkte werden in PBS, pH 8,0, aufgefost und mh einem 50fachen OberschuB an 
Succinirnidyl-4Kp-nuddraidophen^ (Pierce) in DMF filr 30 Minuten behandeh. 

Die modifizierten geschutzten Oligonucleotide werden mit RP-HPLC entsalzt, lyophylisiert 
und unter Stickstoffgelagert. 

Die filr die PCR und das Sequenzieren verwendeten Primer werden in herkOmmlicher Weise 
hergestellt und sind nachstehend gezeigt: 

5' PCR Primer 5'-TCCTCTCCCTL'l 1 1 H-lCCTCT-a' 



(entspricht den Basen 7-28 der SEQ ID NO: 1) 



m. . rfl - "» r 

* » c • r c 
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3' PCR Primer S'-Biotin-GGAAAGAAGAGAGAGAGGAGAGG-:'" (SEQ ID N0:5) 
Schritt#l Sequenziemngs-Primer 5 , -AGAGAGGGGAAAGGAAGA-3' (SEQ ID N0:6) 
Schiitt #2 Sequenzienrngs-Primer 5-AGGAAAGGAGAGAAAGGG-3' (SEQE>N0:7) 



B. Herstelhing von GK^Glv-L-Ph^T Jjai-Perign die dm IdentifizierungS-OBgQ 0> 
tragen 

5 mg von Gly-L-Phe-L-Leu-Perien werden fiir 2 Stunden mit einer Ldsung betandeh, die 
FmooGly-OH (99,95 uMol), Fmoc-Cys(Npys)-OH (0,05 uMol, Calbiochem), Benzotria- 
zol-l-yloxytris^dimemylaram^ ( I0 ° uMol), 1- 

Hydroxybenzotriazolhydrat (100 ftMoQ und Dusopropyletfaylamm (150 uMol) in trocke- 
ncm DMF (1 ml) enthalt. Die Perien werden mit DMF (2x) und sodann mh Methanol (2x) 
gewaschen und sodann mit 10 mM DTT-L5sung in Methanol filr 30 Minuten behandelt, um 
die Schutzgruppen der Cysteinreste zu entfernen. Die Perien wurden schnell mit eiskaltem 
Methanol (2x) gewaschen, peHetiert und sodann for 20 Minuten mit 100 ul einer 0,1 mM 
Lfisung von Oligo (I) in Methanol umgesetzt Nach Waschen mit Methanol (2x) und sodann 
mit DMF (2x) wurden die Perien fir 20 Minuten mit 20% Piperidin in DMF behandelt, um 
die Schutzgruppen zu entfernea Am Ende wurden die Perien mh DMF (2xX Methanol (2x) 
und sodann mit Metbylenchlorid (2x) gewaschen und bei 45°C fur 1 Stunde getrocknet 

C. Hersteltune von r.-Prn-Gly-L- Pha.T^Leu.Perien. die das IdmrifirierungS-OHgO QD 
trag en 

5 mg von Gly-L-Phe-L-Leu-Perlen wurden wie in vorstehend (B) behandelt, wobei Fmoc- 
L-Pro-OH und Oligo (II) jeweils filr Fmoc-Gly-OH und Oligo CO substhuiert wurden. 

D. Herstellunp von rO^uVI^Tvr-fGlv/L-ProV^ -L-Wie-f^I^Perlen. die die Idetlti- 
fizjemnas-Oligos CHI und I/ID tragen 

Perien aus (B) und (C) wurden zusammengelegt und in zwei gleiche Tefle aufgeteilt. Ein 
TeU wurde wie in (B) behandelt, wobei Fmoc(OtBu>-L-Tyr-OH and OSgo (HI) wie geeig- 
net substhuiert wurden. 



E. 



WsrsteUung von T ..T>mfrdv/L.Pr P Vfflv-L-Ph»-L-Lo>»Pclri«l flfe <Pff Wfmamfflffh 
OHpos riV und I/TTt tragen 



Der zwdte Pool wird wie vorstefaend behandelt, wobei Fmoc-L-Pro-OH und CHigo (TV) in 
gedgneter Weise substituiat werden. 

F. Rekonsrifairion und Entfernen der Schnrygninncn YOU <fer PfiPtid-BibSotllris 

Die Perien aus (D) und (E) werden zusammengelegt und die Schutzgruppen der Phosphate, 
Aminosaure-Sehenketten und der exocyclischen Nudeotidaminogruppen werden wie 
nachstehend entfernt Eine Stunde Behandhmg mit 12:2-Geniisch aus ThiophenoL 
Triethyiamin: p-Dioxan wird gefolgt vom Waschen der Perien mit Methanol (2x) und dann 
Methylenchlorid (2x). Sodann werden die Perien fOr 5 Minuten mit 95:5 Trifluoressigslure: 
Ethandithiol behandelt Nach dem Waschen rah Ethanol (3x) werden die Perien bei 55°C 
mit 1:1 Ethylendiamin: Ethanol fur 1 Stunde behandelt und dann zuerst mit Ethanol (2x) 
und dann nut PBS (2x) gewaschen. Diese Saramlung von Perien bMet die Bibliothek und 
enthfilt ca. gleiche Quantitaten an 4 immobOisierten Peptiden YGGFL, YPGFL, PGGFL und 
PPGFL. Zusfitzlich tragi jede Perie rwea unterschietffiche 113 bp-OIigonucleotidsequenzen, 
die die Identitit sowohl der ersten und der zwehen Aminosaure des Peptids an dieser Perie 
codieren. 

G. PCR.Vervielfalt foiitt des Oliimniioleorid-Tdentifiaenmgs-Tags 

Nach einer FAC-Sortierung der Affinitats-gereinigten Perien in einzelne 0,5 ml Poh/pro- 
pyienrShrchen werden 25 ul TBS, 0,1 ug Lachsspenna-DNA (ab Trlger) enthaltend, 
zusammen nut 25 ul von 2X PCR-Vervielfaltigungs-Pufier (PEC1) jedem Rohrchen zuge- 
geben. Der 2X-Puffer enthfilt: 100 mM KO, 20 mM Tris-Cl, pH 8,4, 20°C, 6 mM MgCb. 
0,4 mM dNTPs, 1 uM von 5'-PCR-Primer, 1 uM von 3'-PCR-Primer und 100 Einheiten/ml 
Taq-DNA-Polymerase. 

Nach der PufFerzugabe wird die Probe nut 50 ul Mineralol bedeckt und in einen automati- 
sierten Thennocycler transfeniert In dem Thennocyder werden die Proben bei 95°C fur 2 
Minuten Hhze-denaturiert und dann werden 35 Cydea mh 3 Schritten durchlaufen: 95°C/30 
Set, 60°C/1 Mm., 72°C/1 Min., wobd den Schritten eine Inkubation bei 72°C fur 
r^H''** 5 Minuten fblgt Dann werden die Rohrchen abgeknhlt und bei 15°C gehalten, 
bis sie fertig zum Weiterverarbeiten an den Streptavidin-Perien rind. Das Gemisch wird auf 
95°C erhhzt, um die Strange zu denaturieren und der biotinylierte Purinstrang und der 
OberschuD an 3'-PCR-Priraer werden durch Zugabe von Sti^tavkiin-besduchteten Perien 
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entfernt Die ROhrchen werden bei 200s" 1 filr 5 Mimiten zentrifijgiert Der Oberstand wird in 
den nacfastehend beschriebenen Sequenztemngsieaktionen verwendet 

H. Sequenaeren der PCR-vervidftltiyten Oligomicleotid-Tags 

Die vervielfiQtigten Oligonucleotide von individuellen Perien werden isoliert und in euem 
Paar von Reaktionen sequenziert (unter Verwendung von ddA oder ddG als Kettenab- 
bruchmitiel) mh entweder Schritt #l-spez£fischen oder Schritt #2-spezifischen Sequenzie- 
nings-Priniera 

Urn die Matrize und den Primer aneinander anzulagcrn, filr jeden Satz an zwei Sequenzie- 
rangsspuren, wird eine einzelne Zusammenlagemngsreaktion und eine anschlieBende Mar- 
kierungsreaktion durchgefiihrt, indem 8,5 pi des Sequenzienings-Primers (Konz. « 0,25 
pMbl/nO* 1.5 pi Sequenase™ 5X Sequenzierungspuffer (200 raM Tris HCI, pH 7,5, 100 
mM MgCli und 250 mM NaCl) und 10 pi der Matrizen-DNA am dem vorstehenden Ver- 
vielfiltigungstiberstand kombiniert werden. Die Proben werden 2 Minuten auf 65°C erhitzt 
und langsam auf Raumtemperatur abgekUhlt (ca. 10 Minuten). 

Die Markieningsreaktion wird wie fblgt durchgeftlhrt. Sequenase™ (v2,0) wird 1:20 mit 
TE (10 mM Tris HCl, pH 7,5 und 1 mM EDTA) verdOnnt und an Mariderungscocktail 
wird hergestellt, der em 2:3,5-Verhaltnis von verdQnntem Enzym zu Markierungsgemisch 
enthfflt (d.fa. ein 4;2:1-Gemisch aus 150 riM dGTP, 0,1 M DMuothrritoI, alpha- 35 S-dATP, 
>1000 Ci/mMoI), Etwa 5,5 ftl des Cocktails werden mit 10 pi des angelagerten Matri- 
zen/Primers (aus 0)) bei 25°C fur 5 Minuten inkubiert 

Die Abbruchsreaktionen werden wie folgt durchgefOhrt 6 pi des MaricierungsreagenTge- 
misches werden zu 5 \il jedes Gemisches, das geeignet fiir die ddXTP-Abbruchsreaktion tst, 
zugegeben (d.h* 80 pM dGTP, 80 \iM dATP, 50 mM NaCl und 8 pM ddGTP oder 8 pM 
ddATP). Nach dem Inkubieren bei 37°C fiir 5 Minuten werden etwa 8 pi der Stoppl6sung 
(95% Fonnamid, 20 mM EDTA, 0,05% Bromphenotblau und 0,0594 XyiencyanoQ zu jeder 
der Abbruchsreaktionen gegeben. 

Das Sequenzterungsgel besteht aus 6% Gesanitacryiamid (19:1 Acryiamid/bisX 0,09 M 
Tris-Base, 0,09 M Borsaure, 1 mM EDTA und 7 M HarastofE Das Gel wird durch Zusatz 
von 1,9 }il 25% Ammoniumpersulfat pro ml und 0,72 pi von TEMED pro ml der vorste- 
henden Gelldsung polymerisiert. Dem Gei wird es erlaubt, mindestens one Stunde zu 
polymerisieren und wird mindestens 20 Mimiten vorlaufen gelassen vor der Probenbela- 
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dang. Die Gdplatten warden vor und wfihrend des Lauftnlassens zwischen 40 und 50°C 
gehalten. 

Die Reaktionen werden auf 85-95°C fflr 2 Minuteo vor den Beladen ertritzt und das Gel 
5 wird laufengelassen, bis der Bromphenolblau-Farbstoff den Grand des Gels erreteht Die 
Sequenzen von Brteresse laufen zwischen den Bromphenolblau und den Xytencyanol- 
markem. Die erforderiiche Information, urn die Sequenzen der Monomere in den Oligo- 
meren, die an den Ketten hfingen, zu identmaeren, ist in der DNA-Soquenzinformation 
enthaheti 

10 

BEISPIEL 3: PARALLELE SYNTHESE DER PEPTIDE UND DER 
OUGONUCLEOTID-TAGS AN C ARB OXYL-PERLEN 

A. Synthese von Phosphoramiditen <Tl-flV> 

15 

Die 3'<AUyl-N,N'-diisopropyl-phosphi)raiiudite) von S'-DMT-Derivaten von: (1) N*- 
(Myloxy)s^tfbonyl-7-deaza-2 , -deoxyadenosin, (2) N^Myloxy^carbonyl-r-deoxy- 
cytidin, (3) N 2 <Allyloxy)-carbonyl-7^eazar2'-deoxyguanosin und (4) Thymidin (siehe 
Figur 6) werden nach den Verfahren von Hayalcawa et aL, }, AmCT, Chsm, $QPr U2: 1691- 
20 1696 (1990), hergesteUt. 

B. Dwtvatisieren der Carhmcvl-Perlcn mit einem Dfonun-Lmkcr 

Die Herstellung canes bifunktionalen Perienmateriats fur die parallele Synthese von Peptiden 
23 und Oiigonucleotiden ist in Figur 7 gezeigt Drei 50 mg Aliquots von Polysty- 
rol/PoIydivinyibenrol/Polymethylmelhacrylat/ mh 4,5 um Durchmesser 

(Bangs' Laboratories) wurden jeweils in getrennte Mikrozentruugenrthrchen eingebracht 
und wie nachstebend behandelt Zuerst wurden die Perien not 0,1 N wSBriger HCI (3 nd) 
behandeh und darm 15 Minuten mh Vortexen gerQhrt. Die Perien wurden sodann mit euier 
30 Mikrozentrifiige pelletiert, der flOssige Uberstand dekantiert und das verHeibende Perien- 
Pellet wurde nacheinander mh Wasser (3x 1 nu) und Dimethylformamid (DMF, 3x 1 ml) 
gewaschen (durch Vortexen, PeDetieren und Dekantieren: ein Verfahren, das als „Waschen" 
bezeichnet wird). 

33 Die Verbindungen 2^1H-BenzotriazoI-l-yl)-l, 1 ,3,3-tetrametbyhut)niunihexafluorophos- 
phat (HBTU, 38 rag, 0,10 mM), 1-Hydroxybenzotriarol (HOBT, 15 mg, 0,10 mM) und 
DMF (0,5 ml) oder Dicblormethan (0,5 ml) wurden dem Perien-Pellet zugesetzt. Dfiso- 
propylethylamin (DIEA, 54 ul, 0,30 mM) wurden zugesetzt und die Suspension wurde 1 



Minute gevortexed Die Verbindung 4>Dioxa-l,I2^decaadiamin (20yd, 0,10 mM) 
wurde zugesetzt und die Reaktion wurde 30 Minuten gevortexed Die Reaktion wurden 
dann mit DMF (1 ml) verdflmtt und die Perien wurden pelletiert und der Oberstand dekan- 
tiert Das Pellet wurde mh 9:1 DMF/Wasser (1 ml) bdiandelt und 15 Mimiten gevortexed 
Die Perlen wurden sodann pelletiert, der Oberstand dekantiert und die Perien mit DMF (3x 
1,0 ml) gewaschen. 

C. Anbringen von Peptid- und Oligonudeotid-Svnthese-Linkern 

100 mg Perien wurden mit einem Gemisch aus 4-Fmoc-Aminobuttersfiure (0,1 raM) und 4- 
p,p^Dimethoxytrityl^MI>h^ (0,1 fiM) in Anwesenheit von HBTU (0,1 

mM), HOBt (0,i mM) und DEEA (0,1 mM) in 9:1 CHaOarDMF (1,0 ml) behandek Nach 
einer Vortex-Behandlung ftlr 30 Minuten wird das Reaktionsgemisch mit DMF (1 ml) 
verdflnnt, die Perien pelletiert und der Oberstand dekantiert Die Perien werden mit DMF 
(3x 1 ml) gewaschen. Das Kupplungsverfahren wird sodann mit frischen Reagenzien 
wiederholt und wie vorstehend beschrieben pelletiert und gewaschen. 

D. Aufbauen einer 3»-PCR-Prim er-Stclle an den Hvdmxv-Linkern 

Das parallele Zusammensetzen der Oligonudeotid-getaggten Peptide an den Perien wird in 
Figur 8 gezetgt Eine PCR-Primer-SteHe von 20-25 Nucleotide wird wie nachstehend 
zusammengesetzt Aiunerkung: Alle Reagenzien werden wasser&et verwendet und die 
Reaktion findet unter einer trockenen Argon-Atxnosph&re statt Etwa 10 mg der Perien 
werden einer 8-Schritt-Reaktionssequenz unterworfen, um em geschOtztes Phosphoramidit 
zu kuppeln. Die Reaktionsschritte sind: (1) Die Perien werden 0,5 Minuten mit Acetonitril 
(MeCN) gewaschen, (2) DMT-Gruppen werden mit 3% Trichloressigsiure in CfifeCk f&r 
1,5 Minuten entfemt, (3) die Perien werden mit MeCN 3 Minuten gewaschen, (4) die Perien 
werden mit 0, 1 M Phosphoramidit (I, II, III oder TV) in MeCN ftkr 2 Mmuten behandelt, das 
entweder 0,5 M (4-NhrophenyO-tetrazol oder 0,5 M Pyridiniumhydrochlorid und 1,0 M 
Imidazol enthUt, (5) die Perien werden mit MeCN 0,5 Minuten gewaschen, (6) die Perien 
werden mit einem Gemisch aus Ac20/2,6-Lutidin/THF (1:1:8), enthaltend 5% DMAP 
geschtttzt, (7) die Perien werden mit 1 M ( BuOH in CHzda 0,S Minuten oxidiert und (8) die 
Perien werden 0,5 Minuten mit MeCN gewaschen. Die Schritte 1 bis 8 werden von ein- bis 
25mal wiederholt, um erne PCR-Primer-SteUe von bis zu 25 Nudeotiden 
zusammenzusetzen. 



E. Kyppaln der ersten Aminorttiirc an die Axmno-Lipker 



Die Peptid- und Nudeotidkuppfaingen kOnnen abgcwechseh werden, wie in Figur 8 gexeigt 
Um eine Aminosaure (oder ein Peptid) zu laippdn, wind zuerst die Fmoe-Gruppe von den 
Perien dun* Behandlung mit 30% Piperidin in DMF fur 60 Minuten entfemt Die Perien 
werden 3mal mit DMF gewaschen. Die Perien werden dann 30 Mmuten mit einer LOsung 
behandett, die die geeignete Atninosaure (0,1 M), BBTU (0,1 MX HOBt (0,1 M) und DIEA 
(0,1 M) in 9:1 CH2CI3: DMF enthllt Die Kupplung wird dann mit fiiscben Reagenzien 
wehere 30 Minuten wiederhoit und die Perien mit DMF (3x) und dann mit MeCN (3x) 
gewaschen. 

F. Konstruktton des ersten 0 1iponndeotid-,Codonrf' 

Ein „Codon" von etwa 3 bis 5 Nudeotiden, das die HentitSt der ersten Aminosaure euuag- 
artig reprasentiert, wird dann am 5'-Ende der Ofigonucleotid-Kette angebaut, unter Ver- 
wendung des 8-Schritt-Kupplungscyclus' in Verfahren (D) vorstehend. 

O. Ktmpeln der anschliefienden Aimnoafturen und -Codon M -Konstniktion 

Die Metfaoden der Ver&hren (E) und (F) werden dann wiederhoit unter Verwendung der 
geeigneten Arninosaure und der Nucleotid-AuftaublBcke, bis das gewttnschte Peptid und 
das (tie Region codierende OHgonucIeotid vollstandig zusammengesetzt sind. 

H. Konstmktion e iner 5M>CR-Primer-SteUe 

Der 8-Schritt-Rupplungscyclus aus Ver&hren (D) wird verwendet, um eine 20-25 
Nucleotid-PCR-Primer-Stelle an dem 5' -Terminus der Oligonudeotid-Ketten atdzubauen. 

L Entfemen der Schutemippe von den Oligormclcotid- und Pertid-Kctten 

Das Entfernen der Schufcgruppe von den voBstfindig zusainmengesetzten Peptid- und Oli- 
gonudeotid-Ketten ist wie nachstehend. Die Amino^eninnalen Fmoo-Gmppen werden 
durcfa Behandlung mit 30% Piperidin in DMF entfernt und sodaxm mit THF (3x) gewa- 
schen. Um die aUylischen Schutzgruppen zu entfemen, werden die Perien nut einer THF- 
LOsung bei S0°C flir 30 Minuten bebandeK; die TriK<toen^fidenaceto^^ 
cfalorofbrm-Komplex (0,02 MX Tripheiiylphosphin (0,2 M) und 1:1 n-Butyi- 
amin/Ameisensfiure (1,2M) enthilt, und die pelletierten Perien werden mh THF gewaschen. 
Die Perien mit 0,1 M waBriger Natrium-N,N><Bethyfalitfaio^ gewaschen und sodaxm 



mh Wasser, urn Spuren von Palladium zu entfernen. Die AmirKwaure-Schutzgruppen 
werden dann durch Behandlung mh 95:5 TFA/Wasser Or 30 Mrauten entfernt 
^cavenga"-Reagenzien, wie l^-Etfaandftbiol und Thioanisol, kfinaen auch in dieses saure 
Medium zum Entfernen der Schutzgroppe einverieibt werden (rB. 2% von jedem nach 
Vohimen). Am Bide werden die voflstindig von den Schutzgruppen befretten Perfen mh 
wS&igem Puffer gewaschen und sind bereft zur Wechsdwirkung mh einem bioiogischen 
Rezeptor. 

TiKrywFr. 4: BIBLIOTHEK-HERSTELLUNG UND DURCHMUSTERUNG 

In diesera Beispiel wurden zwei Populations von Amfc-derivatisierten Perfen mh Oligo- 
mideotiden markiert, die einagartige Basensequenzen haben, die charakteristisch fur jede 
Perienpopulation sind. Die mh einem 95-Basen langen Oligonucleotid (95mer) markierte 
Population wurde anschlieflend mh dem Peptid YGGFL gekuppdt. Die Population der mit 
etnem 110 Basen langen Oligonucleotid (1 lOmer) matkierten Perlen wurde mh Phenylaianin 
(F) gekuppeh. Die Perlen wurden sodann in einem Verhlfcnis von 20F/110mer Perlen fflr 
jede YGGFL/95racr Perie gemischt und mh einem Fluoreszenz-markierten AntikOrper 3E7 
geffirbt, der das Peptid YGGFL mit hoher Affinhftt bindet Individuefl Fluoreszenz-gefarbte 
Perlen konnten dann mit FACS direkt in die PCR-Rfihrchen sortiert werden. Nach PCR 
ergaben 5 von 6 Fluoreszenz-gefarbten Perlen ein Fragment von vervieMSltigter DNA, die 
95 bp lang war. PCR der verbleibenden einzeinen Perlen ergaben kleine DNA-Fragmente, 
die moglicherweise Primer-Dimere sind. 

Die in diesem Experiment verwendeten Oligonucleotide sind die zwei Tags, die zwei PCR- 
Primer und ein Sequenzierungs-Primer. Dieselben PCR- und Sequenzienmgs-Primer 
wurden fur die beiden Tags verwendeL Die beiden Tags sind in ihrer Sequenz und Lange 
unterschiedlich. Beide Tags wurden aus den Basen 7-DeazaA, C und T zusammengesetzt. 

Das 95mer-Tag hat die Sequenz: 

rr a err ACT A CC ACTCTA CTA TAA CCA CCC CTT CCT ATT CCA AAA TTA 
CAA Act tat etc aac tac ate tc a CAC TCaCTTATCTCT ACA TCT AC (SEQ ID 
NO:8) 

Das 1 lOmer-Tag hat die Sequenz: 

r r A rrr act Ac r Arrm rr A taa CCC TCC CCT ATT CCA AAA TTA CAT 
CCT ATT CCA AAA TTA CAA Act tat etc aac tac ate tCA CAC TC A CTC ATC TCT 
AC A TCT AC (SEQ ID NO:9) 



Fur jedes Ziel repiSsentieren die unterstrichenen Sequenzen PCR-Primcr-Biixiungsstdlen; 
der Sense-Printer ist an dem S'-Ende imd der Antiseose-Primer ist an dem 3*-Enda For 
jedes Zief reprfsentiert audi die Sequenz in Kldnbuchstaben die Sequ enrienm gs-Primer- 
Bingungsstelle. 

A. Perienhersteflune 

Die Perien wurden von Bang's Laboratories (979 Keystone Way, Carmel, IN 46032) 
gekauft und setzen stcfa aus carboxyliertem Polystyrol (4,5 urn Durdischnittsdurchmesser) 
zusammen. Diese Perien wurden einer Diaminderivatisierung mit dem nachstehend 
beschriebenen Verfahren unterworfen. 

Perien (200 rag) wurden mh 1,0 ml 1 N HQ behanddt und 15 Minuten gevortexed. Die 
Perien wurden pelletiert, dekantiert und 3raal (3x) mh 1,0 ml Wasser pro Wascnschritt 
gewaschen und dann 3x nut 1,0 ml DMF pro Waschschritt gewaschen. Zu dem gewasche- 
nen Pellet wurden 2-( lH-Benzotriazol- 1 -yl)-l, 1 ,3,3-trtrametlrjiuroniunihexafluorophosphat 
(HBTU, 38 mg, 0,1 raM), 1-HydroxybenzotriazoIhydrat (HOST, 15 mg, 0,1 mM), 500 pi 
Methylenchlorid und 54 ul Diisopropylethyiamin (DIE A, 0,3 mM) zugegeben. Kach einer 
2minutigen Vortex-Behandlung wurden 20 ul Diamin (4,9-Dioxa-l,12siodecandiainin, 94 
uM) zugegeben. Nach einer 30minutigen Vortex-Behandlung wurden 1,0 ml DMF 
zugegeben und die Perien mit Zentrifugieren pelletiert Der Oberstand wurde entfemt und 
1,0 ml 10% Wasser in DMF wurden zugesetzt Die Perien wurden zusitzliche 15 Minuten 
gevortexed und schlieOIich 3x nut 1,0 ml DMF pro Waschschritt gewaschen. 

B. Oli ponucleot id-Anheftung 

Zwei verschiedene Ziel-Oligonucleotide wurden in diesem Exrjerirnent verwendet: ein 
95mer und ein 1 lOmer. Diese Oligonucleotide setzten acfa aus den Basen Cytidin, Thymidin 
und 7-Deaza-adenosin zusammen. Die Oligonucleotide wurden mit einer primaren 
Aminogruppe an dem 5 '-Terminus (5'-Amino-Modifier C-12, Gen Research) syirthetisiert. 
Das lyophylisierte Oligonucleotid (600 pMol) wurde in 5 pi 0,5 M Na-Phosphat, pH 7,7, 
gelflst und die Losung wurde mit 10 ul 0,2 M Disuwaramidylsuberat (DSS) behandelt Die 
Reaktion wurde 10 Minuten ausgefflhrt und dann wurden 85 ul eiskakes Wasser zugesetzt. 
Nicht-reagiertes DSS wurde durch Zentri&gieren entfernt Der Cberstand wurde durch eine 
G25-Spin-Saule (G25 Spin column) gelehet, die mit Wasser equifibriert war. Das Eiuat 
wurde sofort gefioren und fyophylisiert, urn die 5 '-N-Hydroxysuccmamidester des 
Ofigonudeotids zu isolieren. 



Dieses aktivierte Oligonucleotid wurde in 50 pi von 0,1 M Na-Phosphat, pH 7,5, gelflst, das 
0,1 mg/ml von beschallter Lachssperma-DNA enthfilt Diese LOsung wurde zu 10 mg 
Diamirwierivatisierten Perlen gegcben. Nach 3 Stunden Vortex-Behandlung wurden die 
Perien 2x nut 0,4 ml 0, 1 M Na-Phosphat, pH 7,5, jeweils gewaschen und dann 2x nut 0,4 ml 
0,1 N NaOH. Am Ende wurden die Perlen 3x mit 0,4 ml von pH 7, 5-Pufier gewaschen. 

C. Peptid-Anknflpfiing 

Zu Boc-YGGFL oder Boo-Phe (Boc = t^.~ButoxyKXirbcw^damk^chut^gnippe, 0,1 
mMoO wurde HBTU (0,1 mM), HOBT (0,1 mM), 1,0 ml 10% DMF in Mrthyienchlorid 
und DIEA (0,3 mM) zugegebea Nach der Vortex-Behandlung zur Auflftsung der Feststoffe 
wurden 0,4 ml der Peptidlasung zu 3 mg der Oligonudeotid-markierten Perlen gegeben. 
Die Boc~YGGFL-enthaltende LOsung wurde zu den 95mer mariderten Perlen gegeben und 
die Boc-Phe-enthaltende LOsung wurde zu UOmer mariderten Perien gegeben Die 
Reakrionsgemische wurden 30 Minuten gevortexed und dann nut DMF verdQnnt, 
zentrifugiert, dekantiert und die Perfen-Pellets wurden 3x nut 1,0 ml THF gewaschen. Die 
Boc-Schutzgruppen wurden durch Behandlung der Perlen mit 0,4 ml 95% 
Trifluoressigsaure fur 10 Minuten entfernt Die Reaktion zum Entfemen der Schutzgruppe 
wurde dann mit THF verdQnnt, zentrifiigiert und dekantiert und die Perlen wurden 3x mit 
1,0 ml DMF jeweQs gewaschen. Am Ende wurden die Perlen 3x mit 0,5 ml 0,1 M Na- 
Phosphat, pH 7,5, jewetb gewaschen und in etner Au&chlSmmung (10 mg/ml) gdagert 

D. Migchen, Farbea und gprton 

Die mit dem 95mer und YGGFL gekuppeiten Perlen wurden mit den Perlen in einem Ver- 
hfiltnis von 1:20 gemischt, die mit dem 1 lOmer und F gekuppelt wurden. Somit wurden 0,1 
mg von 95mer/YGGFL-Perien (2 Mk>. Perien) nut 2,0 mg der I lOmer/Phe-Perlen (40 Mio. 
Perien) gernischt. Das Gcmisch wurde in einem Blockierungspufier (PBS, 1% BSA und 
0,05% Tween-20) suspendiert und bei Raumtemperatur 1 Stunde inkubiert Die Perien 
wurden als nichstes durch Zentri&gieren pelletiert und in oner LOsung ernes FTTC-mar- 
kierten monoklonalen AntikOrpers 3E7 resuspendiert, der das Peptid YGGFL (1 jig/ml) 
bindet Die Suspension wurde 0,5 Stunden auf Eis inkubiert und dann zentrifbgiert, um das 
Perien-Pelletzu isoGeren. 

Die Perlen wurden in PBS zum Einbringen in das Fluoreszenz-aktivierte Zeflensortierungs- 
(FACS)-instrument (Becton Dickinson FACSORT Plus) resuspendiert Die Perien, die an 
den Fluoreszenz-markierten AntikOrper gebunden hatten, wurden durch deren ange- 
nommene Fluoreszenz identifiziert und die Fluorcszenz-Perien wurden durch Sortieren in 
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PCR-Ge&fie feolieit Eine, 10 oder 100 Fhioreszenz-Perien wurden in jcdes PCR-GeffiBc 
sortieit In emer analogen Art wurden die Kicht-Fhioreszeru-Perien in PCR-Gefifle sortiert 

E. Vgvielfaltigung der sortierten Periffl 

5 

Zu jedem eine Perie oder Perten-enthaltenden PCR-Ge&B wurden 25 pi von PCR-Pufier 
(20mMTris-HCl,pH8,7, lOraMKO, 10 niM (NHi^SO^ 2 mM MgCh, 0,1% Triton X- 
100, 0. 14 mg/ml BSA, 200 jim dATP, 200 \m dGTP, 200 urn dCTP, 200 jim dTTP, 2 pm 
Primer #1, 2 pm Primer #2 und 0,5 Enheiten von J^DNA-Polymerase) zugegefcen. Die 
10 Reakticmen wurden 40 Cyclen von 95°C Sir 0,5 Minuten, 55°C fllr 1 Minute und 72°C f&r 1 
Minute unterworfen. 

Der Gelbeladungsfarbstoff (2 jxl) wurde zu 10 jxl jeder PCR-Reaktion gegeben und (fie 
Probe wurde auf dnem 2% Agarosegel nut niedrigem Schmdzpunkt laufengelassen. Die 

15 DNA-Fragmente wurden durch F&rben mit Ethidiumbromid und UV-Licht-Aussetzen 
sichtbar gemacht 5 von 6 der Gefifle mit Einzelfluoreszenz-Perien ergaben DNA-Frag- 
mente mit 95 Basenpaaren Lfinge, was bestfitigt, dafi diese Periea mit YGGFL und rricht mh 
F gekuppelt warm GefiBe mit 10 oder 100 Fluoreszenz-Perfen ergaben auch 95mer DNA- 
Fragmente. Ira Gegensatz dazu ergab keines der GeftBe mit 1, 10 oder 100 Nicht- 

20 Fluortszenz-Perlen 95mer-Fragmente. 

Es gab jedoch anomale Vendelf&tigungsprodukte, die kleiner als 110 bp waren aus der 
Vervielfiltigung der Tags der Nicht-Fluoreszenz-Perien. Diese anomalen Produkte kflnnen 
durch die Verwendung der ungeschOtzten Oligonucleotid-Tags in diesem Bdspiel entstan- 
25 den sein, was es mOglicherwdse ermdglicht hat, daB fide exocyclische Amine zu der F- 
Aminosfture gekuppelt haben, wobei das Tag damit Gegenstand anomaly Vervielftkigung 
wurde. Dieses Problem hatte das 95mer Tag nicht in dem gldchen MaBe bednfluflt, da 
YGGFL weniger reaktiv mit den exocyclischen Aminen ist, ais F. 

30 BEISPIEL 5: SYNTHESE DER BBUOTHEK UND DURCHMUSTERN 

Dieses Bdspiel ist schematisch in Figur 9 dargestdh. Kurz gesagt wurde dne Einzdpo- 
pulation von Amin-derivatisieflen Perien (wie in Beispid 4 beschrieben hergesteflt) mit 
Gtycin gekuppelt. Die Population wurde dann in zwd gtdche Teile au%ete3t und jeder Te3 
35 wurde mh dnem charakteristischen Ofigonudeodd markiert, das dnzigartig die Perlen- 
Subpopulation identifiziert. Die Subpopulation, die mh dnem Oligonudeotid mh 95 Basen 
Lflnge (das 95mer, wie in Bdspid 4 beschrieben) marldert wurde; wurde anschHeBend nut 
dem Peptid YGGFL gekuppelt Die Population dor Perien, die mit dnem Oligonudeotid nut 
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110 Basen Lfinge (das HOmer, wie in Bdspid 4 beschrieben) maridert wurde^ wurde mit 
dan Peptid FLFLF gekuppdt (SEQ ID NO: 16). Dae Perien wurden dazm in einem 
Veridhnis von 20 FLELF/llOmer Pcrien fGr jedes YGGFL/95mer Perien (d.h. 20:1) 
geraischt und mit einem iluoreszeaz-markierten Antikflrper (3E7) gefflrbt, der die 
Peptidsequenz YGGFL mit hober Affinhtt bindet InttfvidueDe Fluoreszeaz-geSibte Perien 
und ungeftrbte Perien wurden cfirekt in PCR-GefiBe sortieit Nach PGR ergaben afle 
Fluoreszenz-gefflrbten Perien ein Fragment von vervidffiltigter DNA 95 Bascnpaare lang 
und alle nicht-geSrbten Perien ergaben ein Fragment 1 10 Bascnpaare lang. 

A. Pcptifl-Kuppivngrerivitt #1 

Zu Fmoc-dy (Fmoc - 9-Fluorenylmelhoxycaibonylamin-Schut2gri^ 0,1 mM) wurden 
HBTU (0,1 mM), HOBT (0,1 mM), 1,0 ml von 10% DMF in Methjdenchlorid und DEEA 
(0,3 mM) zugegeben. Nach einer Vortex-Behandlung zur Lfisuqg der Feststofie> wurden 
0,4 ml der aktivierte AminosSure enthaltenden Ldsung zu 50 rag der Diamm-derivatisierten 
Perien gegeberu Das Reaktionsgeraisch wurde 30 Minuten gevortexed und dann mtt DMF 
verdQnnt, zentrifugiert, dekantiert und das Perien-Pellet wurde 2mal mit 1,0 ml DMF 
gewascben. Die Kupplungsreaktion wurde dann wiederholt Die Perien wurden dann mit 1,0 
ml 30% Piperidin in DMF mit Vortexen fUr 1 Stunde behanddt, urn die Schutzgruppe der 
Glydnaminogruppe zu entfernen. 

B. OK gonudeotid-Maririerung 

Zwei verschiedene Ziel-Oligonucleotide wurden in diesem Experiment verwendet: das 
95mer und 1 lOmer, wie in Beispiel 4 beschrieben. Die H&Ifte der Perienprobe, wie vorste- 
bend beschrieben (25 mg) wurde mit dem 95mer und die andcre Hfilfte mit dem HOmer 
markiert. Diese OHgonudeotide setzen sich aus 2'-Deoxycytidin, Thymidin und 2*-Deoxy- 
7-deaza-adenosin zusammen* Die Oligonucleotide wurden mit einer primfiren Axnmogruppe 
an dem 5*-Terminus (MMT-C 12-Aminomodifier, Clonetech Laboratories, Inc.) 
synthetisiert Das lyophyiisierte Oligonudeotzd (1,5 nMol) wurde in 10 pi 0,5 M Na-Phos- 
phat, pH 7,7, gdfcst und die LOsung wurde mit 20 pi 0,2 M Disucdnimidylsuberat (DSS) 
behandelt. Die Reaktion wurde 10 Minuten fortgefUhrt und dann wurden 70 pi eiskaltes 
Wasser zugegeben. Unreagiertes DSS wurde durch Zentrifugieren entfernt Der Oberstand 
wurde durch eine G-25 Spin-Saute geldtet, die mit Wasser equiEbiiert wurde. Das Eiuat 
wurde sofort gefroren und lyophyiisiert, urn 5 ' -N-Hydroxysucdnamidester des Oligo- 
nudeotids zu isolieren. Dieses aktivierte Oligonucleotxd wurde in 100 pi 0,1 M Na-Phos- 
phat, pH 7,5, gddst, das 0,1 mg/ml von beschallter Lachssperma-DNA enthidt Diese 
Lfisung wurde zu 25 mg Glycm-gekuppdten Perien gegeben. Nach Vortex-Behandlung fiir 
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3 Stunden wurden die Perien 2raal mit 0,4 ml 0,1 MNa-Phospbat, pH 7,5, und 2mal nut 0,4 
ml 0,1 N NaOH gewaschen. Am Ende wurden die Perien 3mal mit 0,4 ml pH 7,5-Pufifer 
gewaschen. 

5 C Peprid^Kuwlunpachritt #2 

Zu Boo- YGGFL oder Boc-FLFLF (Boc = tert-Butoxy-<»rbonylamu^ 0,02 
mM) wurden HBTU (0,02 roM), HOBT (0,02 mM), 0,190 ml 10% DMF in Methylenchlo- 
rid und DEEA (0,06 mM) zugegeben. Nach Vortex-Behandhmg zum LOsen der Feststoflfe 

10 wurde die Ldsung lO&ch in 10% DMF in Methyienchlorid verdflnnL Em Aliquot dieser 
LOsung (0,345 ml) wurde zu den Oydn-gefcuppelten und OUgomideotid-markierten Perien 
(25 mg) gegeben. Die Boc-YGOTL-enthaltende Lflsung wurde zu den rait dem 95mer 
markierten Perien gegeben und die Boc-FLFLF-enthaltende Lasung wurde zu den roh dan 
llOmer markierten Perien gegeben. Die Reaktionsgemische wurdea 30 Minuten gevortexed 

15 und dann mh DMF verdQnnt, zentrifugiert, dekantiert und die Perien-PeBets wurden 3mal 
mh 1,0 ml THF gewaschen. Die Boc-Schutzgnippen wurden durch Behandhrag der Perien 
mit 0,4 ml 95% Trifluoressigsfiure fflr 10 Minuten entfernL Die Reaktion zum Entferran der 
Schutzgruppe wurde dann mit THF verdOmrt, zentrifugiert, dekantiert und die Perien 
wurden 3mal mit 1,0 ml DMF gewaschen. Am Ende wurden die Perien 3mal mit 0,5 ml 0,1 

20 M Na-Phosphat, pH 7,5, gewaschen und als eine AuSchlSmmung (10 mg/ml) gelagert 

D, Mischen. Ffirhen und Sortieren 

Die mh dem llOmer und FLFLF gekuppelten Perien wurden nut den Perien in dnem Ver- 
25 batons von 20:1 gemischt, die mit dem 95mer und YGGFL gekuppelt wurden. Somh wur- 
den 0,1 mg von 95mer/YGGFL-Perien (2 Mio. Perien) mh 2,0 mg von llOmer/FLFLF- 
Perien (40 Mio. Perien) gemischt Das Gemisch wurde in einem Blockierongspuffer (PBS, 
1% BSA, 0,05% Tween-20) suspendiert und bd Raumtemperatur I Stunde inkubiert Die 
perien wurden sodann durch Zentrifugieren pdletiert und in einer Ldsung von FITC-mar- 
30 Wertem monoklonalen AntikSrper (3E7) resuspendiert, der die Peptidsequenz YGGFL (1 
^g/ml) erkennt. Die Suspension wurde 0,5 Stunden aufEis inkubiert und dann zentrifugiert 
urn das Perien-Pellet zu isolieren. 

Die Perien wurden in PBS zum Einbringen in das Fluoreszenz-aktivierte ZeQsorderungs- 
35 (FACS>Instrument (Becton Dickinson FACSORT Plus) resuspendiert Die Perien, die an 
den Fhioieszenz-markierten Antikflrper gebunden hatten, wurden durch deren ange- 
nommene Fluoreszenz identifiziert (siehe Figur 10) und homogene Proben entweder der 
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Fluoreszenz- oder Nidit-FIuoreszenz-Perien wurden dutch Sortieren in PCR-GefSBe iso- 
Bert 1, 10 oder 100 Perien jeder Ait wurden in jedes PCR-GeffiB sortierL 

£. Prtt-sortierta Perien 

Zujedem eine Perle oder Perien enthaltendea PCR-GefSB wurden 25 ul PCR-Gemisdi (20 
mM Tris-HO, pH 8,7, 10 mM KCJ, 10 mM (NH«)jS04, 2 mM MgCfe, 0,1% Triton X-100, 
0,14 mg/ml BSA, 200 uM dATP, 200 uM dGTP, 200 uM dCTP, 200 uM dTTP, 2 uM 
jedes Primers (wie in Bei spiel 4 beschrieben) und 0,5 Einheiten PJi-DNA-Pdymerase) 
zugegeben. Die Reaktionen wurden 40 Cyclen von 95°C fiir 0,5 Mimiten, 55°C fiir 1 
Minute und 72°C fur 1 Minute unterworfen. Der GdbeladungsfarbstofF (2 ul) wurde zu 10 
lit jeder PCR-Reaktion gegeben und die Probe wurde in etnem 2% Agarosegd mit medri- 
gem Schraelzpunkt laufengelassen. Die DNA-Fragmente wurden durch FSrben mit 
Etbidiumbromtd und UV-Licht-Aussetzen sichtbar gemacht. 6 Emzelperienproben, drei 10 
Perlenproben und drei 100 Perienproben wurden sowohl von der Fluoreszsenz-Population 
als auch der Nicht-FIuoreszenz-PopuIation vervielfSltigt. AOe Perienproben aus der 
Fhioreszenz-Population produzierten nur DNA-Fragmente mit 95 Basenpaaren Lfinge und 
alle Proben aus der Nicbt-Fiuoreszenz-Populadon produzierten nur Fragmente mit 110 
Basenpaaren Lange (siehe Figur 11). 



SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(0 ANMELDER: Dower, William J 

Barrett, Ronald W 
Gallop, Mark A 
Needels, Michael C 

(it) BEZEICHNUNG DER ERFENDUNG: Verfahren zur Synthese 

schtedeaen Sammlungen 
gomeren 

(iii) ANZAHL DER SEQTJENZEN: 16 

Crv) KORRESPONDENZANSCHRIFT: 

(A) ADRESSAT: f ownsend and Townsend 

(B) STRASSE: 1 Market Plaza, Steoart Tower, Suite 2000 

(C) STADT: San Francisco 

(D) BUNDESLAND: California 

(E) LAND:U.S.A. 

<F) POSTLETIZAHL: 94105 

(v) COMPUTERLESBARE FASSUNG: 

(A) D ATENTRAGER: Diskette 

(B) COMPUTER IBM PC kompatibd 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: PatentIN Release #1.0, Version #1.25 

(vi) DATEN DER JETZ3GEN ANMELDUNG: 

(A) ANMELDENUMMER: 

(B) ANMELDETAG: 
(Q KLAS SIFIKATION: 

(vin) VERTRETER: 

(A) NAME: Smith, William M. 

(B) REGI STRIERUNGSNUMMER: 30,223 

(C) REFERENZNUMMER: 11509-36-1 

Ox) TELEKOMMUNKATION: 

(A) TELEFONNUMMER: 415-543-9600 

(B) TELEFAXNUMMER: 415-543-5043 
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10 



15 



30 



33 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 1 1 1 Basenpaare 

(B) ART: Nuddnsaune 

(C) STRANGFORM: EmzdstrBng 

(D) TOPOLOGDB: Bnear 

00 MOLEKOLTYP: cDNA 

(») SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:l: 

CTTTCTTCCT CTCCCTCTTT TCTCCTCTCT TTTTTTCTCC TTCTTTTTTT CTCTCCCTCT 60 
CTCCTCTCTC CCCTTTCTCT CCTTTCCTCC TCTCCTCTCT CTCTTCTTTC C 111 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:2: 



0) SEQUENZKENNZEICHEN: 
20 (A) LANGE: 111 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 
(Q STRANGFORM: Einzelstrang 
(D) TOPOLOGE: linear 

25 (ii> MOLEKULTYP: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG SEQ ID NO:2: 

CTTTCTTCCT CTCCCTCTTT TCTCCTCTTC TTTTTTCTCC TTTCTTTTTT CTCTCCCTCT 60 
CTCCTCTCTC CCCTTTCTCT CCTTTCCTCC TCTCCTCTCT CTCTTCTTTC C 111 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:3: 



0 SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 115 Basenpaare 

(B) ART: Nucletnsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
40 (D) TOPOLOGIE: linear 

Cu) MOLEKULTYP: cDNA 

45 (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:3: 

CTTTCTTCCT CTCCCTCTTT TCTCCTCTTT CTTTTTCTCC TTTTCTTTTT CTCTCCCTCT 60 
CTCCTCTCTC TCTTCCTTTC CCCTCTCTCT CTCCTCTCCT CTCTCTCTTC TTTCC 115 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID N0:4: 



0 SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 1 IS Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOdE: linear 

(H) MOLEKOLTYP: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:4: 
CTTTCTTCCT CTCCCTCTTT TCTCCTCTTC TTTTTTCTCC TTTCTTTTTT CTCTCCCTCT 
CTCCTCTCTC TCTTCCTTTC CCCTCTCTCT CTCCTCTCCT CTCTCTCTTC TTTCC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 23 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

00 MOLEKOLTYP: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQIDNO:5: 

GGAAAGAAGA GAGAGAGGAG AGS 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:6: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 



(D) TOPOLOGIE: linear 
00 MOLEKULTYP: cDNA 

(jo) SEQUENZBESCHREBUNG: SEQ ID NO:6: 

AGAGAGGGGA AAGCAAGA lg 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: I8Basenpaare 

(B) ART: Nucletns3ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

00 MOLEKULTYP: cDNA 

(x0 SEQUENZBESCHREEBUNG: SEQ ID NO:7: 

AGSAAAGGAG AGAAAGGG 18 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:8: 

0) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE; 95 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsiure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

00 MOLEKOLTYP: cDNA 

(») SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:8: 

CCACTCACTA CCACTCTACT ATAACCACCC CTT CC TATTC CAAAATTACA AACTTATCTC 
AACTACATCT CACACTCACT CATCTCTACA TCXAC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:9: 



(0 SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 1 10 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 



(C) STRANGFORM: Einzdstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



00 MOLEKULTYP: cDNA 

(a) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:9: 

CCACTCACTA CCACTCTACT ATAACCCTCC CCTATTCCAA AATTACATCC TATTCCAAAA 
TTACAAACTT ATCTCAACTA CATCTCACAC TCACTCATCT CTACATCTAC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

0) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 4 Anunosfluren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(5) MOLEKOLTYP: Peptid 

(x0 SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 

GlyGiyPheLeu 
1 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 1 : 

(Q SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 4 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(u) MOLEKOLTYP: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1 1: . 
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Pro Gty Phe Leu 
1 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

(0 SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 5 Ammosauren 

(B) ART: Aminosfture 
(D) TOPOLOGE: linear 

00 MOLEKOLTYP: Peptid 



(») SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 

TyrGlyGlyPheLeu 
1 5 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

(0 SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 5 Amino s&iren 

(B) ART: AminosSure 
(D) TOPOLOGE: linear 

Cii) MOLEKULTYP: Peptid 



(») SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 

Tyr Pro Gly Phe Leu 
1 5 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 

0) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 5 Aminosfiuren 

(B) ART: Arainosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

01) MOLEKULTYP: Peptid 
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(a) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 



Pro Gly Gty Phe Leu 
1 5 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:15: 

© SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 5 Aminosfluren 

(B) ART: AnrinosSure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(2) MOLEKOLTYP: Peptid 

(xO SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 



Pro Pro GryPheLeu 
1 5 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:16: 

0) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 5 Amino sauren 

(B) ART: Aminosfiure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

© MOLEKULTYP: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 



Phe Leu Phe Leu Phe 
1 5 



EP 92 920 422.0-1219 

AFFYMAX TECHNOLOGIES N.V. 

U.Z.: 29-82 



PATENTANSPRUCHE 



1. Die Verwendung von Identifizierungs-Tags, urn eine nachfolgende Identifizie- 
rung von Reaktionen zu ermdglichen. durch die Mitgliedcr ciner Bibliothek von ver- 
schiedenen syntfaetischen Verbindungen in eincr Baustcin-bei-Baustein-An syntheti- 
siert worden sind, und darauf folgende deduktive struktureile Identifizierung der Mit- 
gliedcr. 

2. Eine Bibliothek von verschiedenen synthetischen Verbindungen, wobei die 
Verbindungen erhSltlich sind durch Synthese in ciner Baustein-bei-Baustein-Art t die 
jede Verbindung zu einein oder mehreren Identifizierungs-Tags verknflpft, die die 
nachfolgende Identifizierung von Reaktionen ermoglicht, durch die die Verbindungen 
eingegliedert wurden, und darauf folgende deduktive struktureile Identifizierung der 
Mitglieder. 

3. Bibliothek nach Anspruch 2, umfassend eine Vielzahl von verschiedenen Mit- 
gliedern. wobei jedes Mitglied ein Oligomer umfefit, zusammengesetzt aus einer 
Sequenz von Monomeren verbunden rait einem Oder mehreren Identifizierungs-Tags, 
die die Sequenz der Monomere in dem Oligomer identifizieren. 

4. Bibliothek nach Anspruch 3, worin die Bindung zwischen dcm Oligomer und 
dem Ideiuifizienings-Tag einen fesien Trager umfaBt. 

5* Bibliothek nach Anspruch 3 oder 4, worin das Identifizicrungs-Tag an dem 
Oligomer angeheftet ist. 

6. Bibliothek nach einem der Anspruche 3 bis 5, die etwa 10 6 verschiedene Mit- 
glieder hat, 

7. Bibliothek nach einem der Ansprflche 3 bis 6, worin das Oligomer ein Peptid 

oder ein Olmontielentid isr 
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8. Bibliothek nach einem der AnsprQche 3 bis 7, worin das Idcnrifizierungs-Tag 
ein Fluoreszenzmarker ist. 

9. Eine synthetische Oligomcr-Bibliothek mit Maddening, hergestellt duich 
Syntheusieren auf jeder von einer Vielzahl von festen Trfigem cine einzelne Oligo- 
mersequenz und/oder mehrere Identifizierungs-Tags, die die Oligomersequenz idend- 
fizieten, wobei die Oligomersequenz und die Idendfizierungs-Tags synthetisiert wer- 
den in einem Verfahren, umfassend die folgenden Schritte: 

(a) Verteilung der Trager unrer einer Vielzahl von ReaktionsgefSBen, 

(b) Aussetzen der TrSger in jedem ReaktionsgefSB einem ersten Oligomer- 
Monomer und einem ersten Identifizierungs-Tag, 

(c) Zusamnienlegen der Trager, 

(d) Verreilung der Trager unter einer Vielzahl von ReaktionsgefaBen, 

(e) Aussetzen der Trager einem zweiten Oligomer-Monomer und einem 
zweiten Idenrifizierungs-Tag-Monomer, und 

(f) Wiederholung der Schritte (a) bis (e) mindestens ein- bis zwanzigmal. 

10. Verfahren zur Hersteilung einer synthetischen OUgomer-Bibliothek mit Mar- 
kierung, umfassend eine Vielzahl von verschiedenen Mitgiiedern, wobei jedes Mit- 
glied einen festen TrSger umfaBt, an den eine einzelne Oligomersequenz angeheftet ist 
und eine oder mehrere Idendfizierungs-Tags, die die Oligomersequenz identifizieren, 
wobei das Verfahren die folgenden Schritte umfaBt: 

(a) Verteilung der TrSger unter einer Vielzahl von ReaktionsgeflBen, 

(b) Umsetzen der Trager in jedem ReaktionsgeSB mit einem ersten Oligo- 
mer-Monomer, 

(c) Umsetzen der Trfiger in jedem ReaktionsgefaB mit einem ersten IdenUfi- 
zierungs-Tag, 

(d) Zusammenlegen der Trager, 

(e) Verteilung der zusaxnmengelegten Trager auf eine Vielzahl von Reakri- 
onsgef&Ben, 

(f) Umsetzen der zusammengeiegten Trager in jedem ReaktionsgeflB mit 
einem zweiten Oligomer-Monomer, 

(g) Umsetzen der zusammengeiegten Trfiger in jedem ReaktionsgefiB mit 
einem zweiten Identifizienings-Tag, und 
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(h) Wiederholen der Schntte (a) ois w ^ 

, • ivilchen angeheftet ein zweites 

01igo»leotid-W« MiMe,u,,gs ' Tag 8ebradM * 
j st aUeiii01igoi»i<* ! orM. 

mersequcnz identifxzieren. 

13 . Vcrfahren nach Anspmch u worn ^ ^ ^ueren- 
fizierungs-Tags rachfolgend Idennfeerungs-Tags an 

den Tags angeheftet werden. 

. _ 12 oder 13 nod zor Syirfhedsietung eines Pepcids 

14 . Verfahren nach Anspruch 12 oder 13 Verfahren ^aBt: 
und eincs OUgonucleotids auf emem festen Trager. wobei 

. , - Tr = cers . enthaltend eincn ersten 

einer Scnutzgruppe, Aktivaior, urn den ersten Typ 

aktiven Seite, v ,„ mfflP n! oder eines Oligonucleotids an 

(c) Kupplung eines Oligomcleoud-Mommers oder ernes 

den ersten Typ einer aktiven Seite, ^ den zweiten Typ 

ven Seite, . p-nads an den zweiten Typ 

. (e) Kupplung eines Pepud-Monomers oder eines Peptios 

der aktiven Seite, und , 
(f) Wiedernolung der Schntte CD) eis w «u 
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15. Eine OUgomer-Bibliothek, erhSltlich duich ein Verfahren umfassend cin Verfah- 
ren nacb einem der Anspriiche 12 bis 14. 
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FIG. 3.3 
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